The small bowel submitted to hypothermic hyperbaric oxygenation: a morphologic study in rats by Guimaraes, Fernando Augusto Garcia
FERNANDO AUGUSTO GARCIA GUIMARÃES 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ESTUDO MORFOLÓGICO DO INTESTINO DELGADO DE RATOS 
SUBMETIDO À OXIGENAÇÃO HIPERBÁRICA HIPOTÉRMICA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tese apresentada à Universidade Federal de 
São Paulo – Escola Paulista de Medicina, 
para obtenção do Título de Doutor em 
Ciências. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SÃO PAULO 
2007 
FERNANDO AUGUSTO GARCIA GUIMARÃES 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ESTUDO MORFOLÓGICO DO INTESTINO DELGADO DE RATOS 
SUBMETIDO À OXIGENAÇÃO HIPERBÁRICA HIPOTÉRMICA 
 
 
 
 
 
 
 
Tese apresentada à Universidade Federal de 
São Paulo – Escola Paulista de Medicina, 
para obtenção do Título de Doutor em 
Ciências. 
 
 
 
 
 
 
ORIENTADOR: Prof. Dr. Murched Omar Taha 
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Manuel de Jesus Simões 
 
 
 
 
 
 
 
 
SÃO PAULO 
2007 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Guimarães, Fernando Augusto Garcia 
         Estudo morfológico do intestino delgado de ratos submetido à 
oxigenação hiperbárica hipotérmica /Fernando Augusto Garcia Guimarães – 
São Paulo, 2007. 
         xxii, 79f  
 
         Tese (Doutorado) – Universidade Federal de São Paulo.  Escola Paulista de 
Medicina.  Programa de Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação. 
 
         Título inglês. The small bowel submitted to hypothermic hyperbaric 
oxygenation: a morphologic study in rats. 
 
          1. Intestino delgado.  2. Preservação de tecido.  3. Oxigenação hiperbárica.  
4. Ratos. 5. Apoptose. 6. PCNA.  
 
 
 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO 
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA 
UNIFESP-EPM 
 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 
CIRURGIA E EXPERIMENTAÇÃO 
COORDENADOR: Prof. Dr. José Luiz Martins 
TESE DE DOUTORADO 
 
AUTOR: Fernando Augusto Garcia Guimarães 
 
ORIENTADOR: Prof. Dr. Murched Omar Taha 
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Manuel de Jesus Simões 
 
TÍTULO: Estudo morfológico do intestino delgado de ratos submetido à oxigenação 
hiperbárica hipotérmica. 
 
BANCA EXAMINADORA: 
 
1- Presidente: Prof. Dr. Murched Omar Taha 
Professor Livre Docente Afiliado da Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia 
Experimental do Departamento de Cirurgia da UNIFESP-EPM. 
 
MEMBROS EFETIVOS: 
2 – Prof. Dr. Gaspar de Jesus Lopes Filho 
Professor Adjunto, Livre Docente da Disciplina de Gastroenterologia Cirúrgica do 
Departamento de Cirurgia da UNIFESP-EPM 
3 –Prof. Dr. João Luiz Moreira Coutinho de Azevedo  
Professor Adjunto da Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental do 
Departamento de Cirurgia da UNIFESP-EPM.  
4 – Prof. Dr. Alexandre Bakonyi Neto 
Professor Assistente Doutor da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho 
(UNESP) e Chefe do Grupo de Transplantes de Órgãos do Hospital das Clinicas da Faculdade 
de Medicina de Botucatu 
5 – Profa. Dra. Leda Viegas de Carvalho 
Professora Titular da Disciplina de Patologia Faculdade de Ciências Médicas do Centro 
Universitário Lusíadas 
 
MEMBROS SUPLENTES: 
1– Prof. Dr. Carlos Henrique de Alvarenga Bernardes 
Médico Chefe do Serviço de Cirurgia Vascular da Santa Casa de Misericórdia de Santos. 
2 – Profa. Dra. Maria Ligia Lyra Pereira  
Ex-Professora Assistente da Disciplina de Cirurgia da Faculdade de Ciências Médicas do 
Centro Universitário Lusíadas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Deixemos todo impedimento e pecado que tão de perto nos rodeia e corramos com 
perseverança a carreira que nos está proposta”  
 
Paulo (Hebreus, 12:1) 
 
 
DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aos meus pais, Décio (In memoriam) e Ruth, não só por me concederem a vida 
orgânica e material, mas, principalmente, por cultivarem em mim a valorização da vida real, a 
espiritual. 
 
 
 
 
À minha esposa Tereza e ao meu filho Daniel, frutos de um amor incondicional, por 
haverem pacientemente aceitado a minha ausência nos momentos mais difíceis deste trabalho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AGRADECIMENTO ESPECIAL 
 
 
 
 
 
 
 
Ao meu orientador, Prof. Dr. Murched Omar Taha, Professor Livre Docente 
Afiliado da Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental do Departamento de 
Cirurgia da Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina         
(UNIFESP-EPM), por ter sido não só a fonte inspiradora da idéia desenvolvida neste trabalho, 
como também por sua contribuição inestimável no burilamento do projeto e do relatório de 
pesquisa. Sempre com postura muito fraterna, se, na orientação de meu Mestrado 
conquistou um amigo, hoje, conquista, verdadeiramente, um irmão de coração. 
 
Ao meu co-orientador, Prof. Dr. Manuel de Jesus Simões, Professor Livre Docente 
Chefe da Disciplina de Histologia e Biologia Estrutural do Departamento de Morfologia da 
UNIFESP-EPM, por haver aceitado me auxiliar na concretização desta pesquisa, mesmo 
diante das diversas atribuições que decorrem de sua intensa vida acadêmica, seja no âmbito do 
ensino, da pesquisa ou da extensão universitária. Não só me honrou com sua experiência 
como o fez com muita polidez e boa vontade.  
 
 
 
 
 
 
 
AGRADECIMENTOS 
 
 
 
À UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO - ESCOLA PAULISTA DE 
MEDICINA (UNIFESP-EPM), por permitir a minha matrícula como aluno do Programa 
de Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação, possibilitando minha titulação. 
 
À UNIVERSIDADE SANTA CECÍLIA (UNISANTA), por haver 
disponibilizado suas dependências, recursos materiais e humanos para a realização dos 
procedimentos experimentais. 
 
Ao Prof. Dr. Djalma José Fagundes, Professor Adjunto da Disciplina de Técnica 
Operatória e Cirurgia Experimental da UNIFESP-EPM, ex-coordenador do Programa de 
Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação da Universidade Federal de São Paulo, 
responsável por meu ingresso nesse Programa, tanto no Mestrado quanto no Doutorado, 
por seu fundamental papel na minha iniciação científica, tendo sido fonte catalizadora da 
realização de minhas primeiras publicações cientificas. 
 
Ao Prof. Dr. José Luiz Martins, Professor Adjunto, Livre-Docente da Disciplina 
de Cirurgia Pediátrica da UNIFESP-EPM, coordenador do Programa de Pós-Graduação 
em Cirurgia e Experimentação da UNIFESP-EPM por confiar no meu potencial 
oferecendo-me apoio seguro e participativo para realização e conclusão desta pesquisa. 
 
À Profa. Dra. Edna Frasson de Souza Montero, Professora Afiliada ao 
Departamento de Cirurgia da UNIFESP-EPM, vice-coordenadora do Programa de Pós-
Graduação em Cirurgia e Experimentação da UNIFESP-EPM, pelo incentivo constante, 
pelas sugestões sempre muito consistentes, decorrentes de sua inquestionável experiência 
científica, e pela sua contribuição para meu aprimoramento técnico-científico em cirurgia 
e experimentação, fornecida por meio de cursos e palestras ministrados com bastante 
habilidade e atenção.  
 
 
 
 
Ao Prof. Dr. Paulo de Oliveira Gomes, Professor Adjunto da Disciplina de 
Técnica Operatória e Cirurgia Experimental da UNIFESP-EPM, pelos constantes 
exemplos hauridos de sua postura sempre serena, reflexo de uma sabedoria inata. 
 
Ao Prof. Dr. Sérgio Tomaz Schettini, Professor Adjunto, Livre-Docente da 
Disciplina de Cirurgia Pediátrica da UNIFESP-EPM, pelo aprimoramento na prática da 
crítica e da argumentação proporcionado nos momentos em que tive a felicidade de 
acompanhá-lo nas discussões de artigos e projetos de pesquisa. 
 
Ao Prof. Dr. João Francisco Junior, Prof. Adjunto da Disciplina de Técnica 
Operatória e Cirurgia da UNIFESP-EPM, pela transmissão de experiência durante os 
cursos da pós-graduação. 
 
Ao Prof. Dr. Hélio Plapler, Prof. Adjunto da Disciplina de Técnica Operatória e 
Cirurgia da UNIFESP-EPM, por seus ensinamentos na análise crítica de artigos e projetos. 
 
Ao Prof. Dr. Roberto Patella, Diretor da Faculdade de Ciências e Tecnologia da 
Universidade Santa Cecília, não só por representar minhas solicitações de recursos 
materiais, humanos e de infra-estrutura junto à UNISANTA, mas por fazê-lo com sua 
postura sempre paternal e atenciosa. Sem o seu amparo irrestrito, eu não teria condições de 
concretizar a idéia central deste trabalho.  
 
Ao Prof. Dr. Marcos Antonio Santos de Jesus, Coordenador do Curso de 
Matemática da Faculdade de Ciências e Tecnologia da UNISANTA, Prof. da Disciplina de 
Bioestatística, pela valorosa realização da análise estatística desta pesquisa, oferecendo seu 
suporte técnico com muita presteza e boa vontade, conquistando em mim um grande 
amigo. 
 
À Profa. Dra. Katya Lais Ferreira Patella Couto, Titular da Disciplina de 
Língua Portuguesa das Faculdades de Comunicação, Ciências e Tecnologia, Direito e 
Pedagogia da UNISANTA, por corrigir esta tese, sob o ponto de vista gramatical. 
 
 
 
Ao Prof. Dr. Décio Iandoli Jr, Titular da Disciplina de Fisiologia das Faculdades 
de Fisioterapia, Ciências e Tecnologia da UNISANTA, meu grande amigo, sócio e irmão, 
por trabalhar por mim nos vários momentos em que tive que me ausentar para realização 
deste trabalho. 
 
Ao Prof. Mestre Engenheiro Carlos Alberto Amaral Moino, Coordenador do 
Curso de Engenharia Industrial e Mecânica e Prof. da Disciplina de Mecânica de Fluídos da 
Faculdade de Ciências e Tecnologia da UNISANTA, por tornar real o protótipo de câmara 
hiperbárica refrigerada idealizado no anteprojeto de pesquisa, estando sempre à disposição 
para auxiliar, preocupado com o sucesso do empreendimento, ressaltando sempre a 
importância de se unirem experiências e conhecimentos em benefício do avanço da ciência. 
 
À Rejane Mosquette, Mestre e Doutoranda do Programa de Pós-Graduação em 
Morfologia da UNIFESP-EPM, pelo prestimoso auxílio no preparo, análise e documentação 
do estudo histológico deste trabalho, e pela forma afetuosa e delicada com que sempre me 
atendeu. 
 
Aos colegas do Programa de Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação da 
UNIFESP-EPM, pela convivência, amizade e ajuda na formação do espírito crítico. 
 
À Lígia Gomes Furquim, bióloga responsável pelo Laboratório Central de Biologia 
e Profa. do Curso de Biologia Marinha da Faculdade de Ciências e Tecnologia da 
UNISANTA, por disponibilizar os laboratórios da instituição, bem como providenciar os 
animais de experimentação, acomodá-los e cuidar deles. 
 
A Paulo Celso Franco, técnico de laboratório da Disciplina de Histologia e 
Biologia Estrutural da UNIFESP-EPM, por preparar, com arte, capricho e habilidade, as 
lâminas para os estudos histológicos desta pesquisa, mesmo já estando compromissado 
com as muitas tarefas que cumpre naquele laboratório. 
 
A Sérgio Giangiulio, técnico mecânico do Laboratório de Resistência dos 
Materiais e de Ensaios Mecânicos do Curso de Engenharia Industrial e Mecânica da 
 
 
Faculdade de Ciências e Tecnologia da UNISANTA, por confeccionar, de boa vontade, o 
primeiro protótipo de câmara hiperbárica e assessorar os alunos de engenharia, desse 
mesmo curso, a aprimorá-lo. 
 
Aos engenheiros mecânicos recém-formados, ex-alunos de engenharia do Curso de 
Engenharia Industrial e Mecânica da Faculdade de Ciências e Tecnologia da UNISANTA, 
Ivan Viviane Santos, José Carlos Amador, Ricardo Riobo Amaro, Robson Alves do 
Santos e Ronilson Baptista Queiroz, pela preciosa contribuição no desenvolvimento, 
estudo e aprimoramento do protótipo de câmara hiperbárica refrigerada utilizado nesta 
pesquisa, bem como pelo auxílio constante na realização das etapas experimentais de 
captação e preservação do intestino delgado. 
 
Às secretárias do Programa de Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação da 
UNIFESP-EPM, Elaine Maria Alves Bazzi Dantas, Valdelice Justiniano Soares e 
Adriana Bazzi, pela maneira sempre cortês e atenciosa que me atenderam a todas as 
vezes que solicitei auxílio e orientação. 
 
À Benedita Salete Costa Lima Valverde e Rita de Cássia Almeida Bonfim, 
funcionárias da Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental da UNIFESP-
EPM, pela convivência fraterna durante a minha permanência no programa de pós-
graduação. 
 
 
LISTA DE FIGURAS 
 
 
Figura 1 - Fluxograma de distribuição da amostra nos diversos grupos do 
experimento.................................................................................... 
 
7 
Figura 2 - Foto do cateter posicionado no lúmen duodenal, direcionado 
para porção distal............................................................................ 
 
9 
Figura 3 - Foto da artéria aorta abdominal (A), em nível acima e abaixo da 
emergência da artéria mesentérica cranial (M). “F” = fígado; 
 “*” = artéria hepática; “D” = intestino delgado............................ 
 
 
10 
Figura 4 - Foto da veia () e da artéria () mesentérica cranial. “F” = 
fígado; “D” = intestino delgado...................................................... 
 
10 
Figura 5 - Figura representativa da coleta do segmento de intestino delgado 
(ID) a ser preservado.”y”= ponto médio do segmento................... 
 
15 
Figura 6 - Foto da câmara hiperbárica refrigerada com sensor de 
temperatura no vaso de pressão (*), controlador 
computadorizado de temperatura (+) e conexão com a fonte de 
oxigênio (O)................................................................................... 
 
 
 
17 
Figura 7 - Figura representativa do vaso de pressão e do sistema de 
refrigeração (compressor, condensador, expansor e serpentina) 
da câmara hiperbárica refrigerada. “” = sentido do fluxo do 
fluído.............................................................................................. 
 
 
 
18 
Figura 8 - Fotos do sensor de temperatura (*), das porcas recartilhadas (P), 
do tampo superior (T) no vaso de pressão (V) e foto 
representativa da abertura da câmara hiperbárica refrigerada (N). 
 
 
18 
Figura 9 - Foto do cilindro de oxigênio (∗) acoplado ao manômetro de 
pressão (¨)..................................................................................... 
 
19 
Figura 10 - Foto do interior do vaso de pressão (Ò) onde se apóia a folha de 
alumínio.......................................................................................... 
 
20 
 
 
 
 
Figura 11 - Foto do bécher contendo RLg e o segmento de jejuno (), 
apoiado em folha de alumínio (=) que reveste parte do interior 
do vaso de pressão.......................................................................... 
 
 
21 
Figura 12 - Cópia da ficha padronizada para as anotações do procedimento 
de coleta e preservação do segmento intestinal de cada animal de 
experimentação................................................................................ 
 
 
22 
Figura 13 - Figura representativa do procedimento de coleta do fragmento de 
jejuno a ser processado para análise histológica............................ 
 
23 
Figura 14 - Cópia da ficha padronizada para as anotações das observações 
histológicas do grau de lesão e morfometria das vilosidades dos 
segmentos intestinais de cada animal de experimentação.............. 
 
 
25 
Figura 15 - Cópia da ficha padronizada para as anotações das observações 
histológicas do índice de apoptose e índice de mitose dos 
segmentos intestinais de cada animal de experimentação.............. 
 
 
26 
Figura 16 - Fotomicrografia característica de corte de intestino delgado de 
rato pertencente ao Grupo Ia (preservação hipotérmica por 12 
horas em geladeira) mostrando a destruição das vilosidades (¨) 
com envolvimento das criptas (S). (HE 100x).............................. 
 
 
 
48 
Figura 17 - Fotomicrografia característica de corte de intestino delgado de 
rato pertencente ao Grupo Ib (preservação hipotérmica por 12 
horas em câmara hiperbárica refrigerada) mostrando espaço 
subepitelial (¨) e ausência de desnudamento das vilosidades. 
(HE 100x)....................................................................................... 
 
 
 
 
49 
Figura 18 - Fotomicrografia característica de corte de intestino delgado de 
rato pertencente ao Grupo IIa (preservação hipotérmica por 24 
horas em geladeira) mostrando a destruição da vilosidade (§) 
com envolvimento da submucosa (S). (HE 
100x)......................... 
 
 
 
50 
Figura 19 -  Fotomicrografia característica de corte de intestino delgado de 
rato pertencente ao Grupo IIb (preservação hipotérmica por 24 
horas em câmara hiperbárica refrigerada) mostrando a destruição 
parcial da vilosidade (setas). (HE 100x)......................................... 
 
 
 
51 
 
 
 Figura 20 -  
 
Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato 
pertencente ao Grupo Ia (preservação hipotérmica por 12 horas 
em geladeira) com células reativas ao método de TUNEL (setas). 
(400x)............................................................................................. 
 
 
 
 
52 
Figura 21 -  Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato 
pertencente ao Grupo Ib (preservação hipotérmica por 12 horas 
em câmara hiperbárica refrigerada) com células reativas ao 
método de TUNEL (setas). (400x)................................................. 
 
 
 
53 
Figura 22 -  Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato 
pertencente ao Grupo IIa (preservação hipotérmica por 24 horas 
em geladeira) com células reativas ao método de TUNEL (setas). 
(250x)............................................................................................. 
 
 
 
54 
Figura 23 -  Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato 
pertencente ao Grupo IIb (preservação hipotérmica por 24 horas 
em câmara hiperbárica refrigerada) com células reativas ao 
método de TUNEL (setas). (380x)................................................. 
 
 
 
55 
Figura 24 -  Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato 
pertencente ao Grupo Ia (preservação hipotérmica por 12 horas 
em geladeira) com núcleos reativos ao PCNA (setas).................... 
 
 
56 
Figura 25 -  Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato 
pertencente ao Grupo Ib (preservação hipotérmica por 12 horas 
em câmara hiperbárica refrigerada) com núcleos reativos ao 
PCNA (setas).................................................................................. 
 
 
 
57 
Figura 26 -  Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato 
pertencente ao Grupo IIa (preservação hipotérmica por 24 horas 
em geladeira) com alguns núcleos reativos ao PCNA (setas)........ 
 
 
58 
Figura 27 -  Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato 
pertencente ao Grupo IIb (preservação hipotérmica por 24 horas 
em câmara hiperbárica refrigerada) com grande concentração de 
núcleos reativos ao PCNA (setas)................................................. 
 
 
 
59 
 
 
LISTA DE TABELAS 
 
 
Tabela 1 - Peso corporal (g) dos animais de experimentação........................................... 06 
Tabela 2 - Intervalo de tempo, em minutos, entre o final da irrigação do lúmen 
intestinal e a ligadura da veia mesentérica, para cada animal de 
experimentação................................................................................................
 
 
11 
Tabela 3 - Freqüências dos intervalos de tempo, em minutos, entre o início do ato 
operatório e a retirada do intestino delgado da cavidade abdominal com a 
concomitante eutanásia do animal de experimentação  .................................. 
 
 
12 
Tabela 4 - Duração da anestesia, em minutos, para cada animal de experimentação ...... 12 
Tabela 5 - Intervalo de tempo, em minutos, entre a ligadura da veia mesentérica e o 
início da perfusão vascular, para cada animal de experimentação.................. 
 
13 
Tabela 6 - Comprimento (cm) do intestino delgado dos animais de experimentação...... 14 
Tabela 7 - Comparação dos pesos (g) dos segmentos de intestino destinados ao 
acondicionamento na geladeira ou na câmara hiperbárica refrigerada, por 
12 ou por 24 horas, anteriormente à preservação............................................
 
 
15 
Tabela 8 - Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos ou não à oxigenação 
hiperbárica.......................................................................................................
 
 
28 
Tabela 9 - Comparação das médias de histometria das vilosidades nos segmentos 
intestinais preservados hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos 
ou não à oxigenação hiperbárica (medidas em µm; 10 vilosidades por cada 
segmento).........................................................................................................
 
 
 
33 
Tabela 10- Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos ou não à oxigenação 
hiperbárica (número de células em apoptose por 10 campos).........................  
 
 
38 
Tabela 11- Comparação dos índices mitóticos nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos ou não à oxigenação 
hiperbárica (número de núcleos marcados por 1000 núcleos)........................ 
 
 
43 
 
 
 
LISTA DE GRÁFICOS 
 
Gráfico 1 - Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 horas e submetidos (Grupo 
Ib) ou não (Grupo Ia) à oxigenação hiperbárica. Teste de 
Wilcoxon: Ia > Ib (p = 0,002)......................................................... 
 
 
 
29 
Gráfico 2 - Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 24 horas e submetidos (Grupo 
IIb) ou não (Grupo IIa) à oxigenação hiperbárica. Teste de 
Wilcoxon: IIa > IIb (p = 0,002)...................................................... 
 
 
 
30 
Gráfico 3 - Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 ou 24 horas e não 
submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ia e IIa, 
respectivamente). Teste de Mann-Whitney: Ia < IIa (p = 0,01)..... 
 
 
 
31 
Gráfico 4 - Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos 
à oxigenação hiperbárica (Grupos Ib e IIb, respectivamente). 
Teste de Mann-Whitney: Ib < IIb (p = 0,001)................................ 
 
 
 
32 
Gráfico 5 - Comparação das médias de histometria das vilosidades nos 
segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 
horas e submetidos (Grupo Ib) ou não (Grupo Ia) à oxigenação 
hiperbárica. Teste de Wilcoxon: Ia < Ib (p < 0,001)...................... 
 
 
 
34 
Gráfico 6 - Comparação das médias de histometria das vilosidades nos 
segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 24 
horas e submetidos (Grupo IIb) ou não (Grupo IIa) à oxigenação 
hiperbárica. Teste de Wilcoxon: IIa < IIb (p < 0,001).................... 
 
 
 
35 
Gráfico 7 - Comparação das médias de histometria das vilosidades nos 
segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 ou 
24 horas e não submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ia e 
IIa, respectivamente). Teste de Mann-Whitney:  
Ia = IIa (p = 0,871) ........................................................................ 
 
 
 
 
36 
 
 
Gráfico 8 - Comparação das médias de histometria das vilosidades nos 
segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 ou 
24 horas e submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ib e IIb, 
respectivamente). Teste de Mann-Whitney: Ib > IIb (p < 0,001)... 
 
 
 
37 
Gráfico 9 - Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 horas e submetidos (Grupo 
Ib) ou não (Grupo Ia) à oxigenação hiperbárica. Teste de 
Wilcoxon: Ia > Ib (p = 0,002)......................................................... 
 
 
 
39 
Gráfico 10 - Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 24 horas e submetidos (Grupo 
IIb) ou não (Grupo IIa) à oxigenação hiperbárica. Teste de 
Wilcoxon: IIa > IIb (p = 0,002)...................................................... 
 
 
 
40 
Gráfico 11 - Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 ou 24 horas e não 
submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ia e IIa, 
respectivamente). Teste de Mann-Whitney: Ia < IIa (p < 0,001)... 
 
 
 
41 
Gráfico 12 - Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos 
à oxigenação hiperbárica (Grupos Ib e IIb, respectivamente). 
Teste de Mann-Whitney: Ib < IIb (p = 0,001)................................ 
 
 
 
42 
Gráfico 13 - Comparação dos índices mitóticos nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 horas e submetidos (Grupo 
Ib) ou não (Grupo Ia) à oxigenação hiperbárica. Teste de 
Wilcoxon: Ia < Ib (p = 0,034)......................................................... 
 
 
 
44 
Gráfico 14 - Comparação dos índices de mitose nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 24 horas e submetidos (Grupo 
IIb) ou não (Grupo IIa) à oxigenação hiperbárica. Teste de 
Wilcoxon: IIa < IIb (p = 0,002)...................................................... 
 
 
 
45 
Gráfico 15 - Comparação dos índices de mitose nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 ou 24 horas e não 
submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ia e IIa, 
respectivamente). Teste de Mann-Whitney: Ia < IIa (p < 0,001)... 
 
 
 
46 
 
 
Gráfico 16 - Comparação dos índices de mitose nos segmentos intestinais 
preservados hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos 
à oxigenação hiperbárica (Grupos Ib e IIb, respectivamente). 
Teste de Mann-Whitney: Ib < IIb (p < 0,001)................................ 
 
 
 
47 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE QUADROS 
 
 
Quadro 1 - Critérios de graduação da lesão tecidual intestinal, ao 
microscópio de luz.......................................................................... 
 
24 
 
 
 
LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS  
 
 
µm = micrômetro 
ATA = atmosfera absoluta 
cm = centímetro 
g = grama 
H.E. = hematoxilina-eosina 
L = litro 
mg = miligrama 
mL = mililitro 
mm = milímetro 
N.S. = não significante 
oC = graus Celsius 
OHB = oxigenação hiperbárica 
PCNA = proliferating cell nuclear antigen = antígeno nuclear de proliferação celular 
pixel = picture plus element = elemento por imagem 
RAM = random acess memory = memória de acesso aleatório 
RL = Solução de Ringer com Lactato de Sódio 
RLg = Solução de Ringer com Lactato de Sódio a uma temperatura entre 2 e 4 oC 
TUNEL = terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine triphosphate nick-end 
labeling 
UNESP = Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho 
UNIFESP-EPM = Universidade Federal de São Paulo-Escola Paulista de Medicina 
UNISANTA = Universidade Santa Cecília 
 
 
 
RESUMO 
 
 
 
 
Objetivo: Avaliar o grau de lesão do intestino delgado submetido à preservação hipotérmica e 
oxigenação hiperbárica (OHB). Métodos: Foram utilizados 20 ratos Wistar machos, com peso 
médio de 264,33 g e idade de 3 meses. Após irrigação intraluminal e perfusão vascular, 
segmentos jejunais de 3cm de cada animal foram mantidos em Ringer lactato a temperatura 
entre 2 e 4oC (RLg) e distribuídos aleatoriamente em 4 grupos: Grupo Ia = acondicionamento 
em geladeira por 12 horas (n=10); Grupo Ib = aplicação de OHB refrigerada por 12 horas 
(n=10); Grupo IIa = acondicionamento em geladeira por 24 horas (n=10); Grupo IIb = 
aplicação de OHB refrigerada por 24 horas (n=10). Avaliaram-se o grau de lesão da mucosa e 
a altura das vilosidades por H.E., bem como os índices de apoptose e de mitose pelo método 
de TUNEL e por expressão do PCNA, respectivamente. Resultados: Nos Grupos Ia e IIa, 
observaram-se maiores graus de lesão (Graus 6 e 7), com significante diminuição da 
espessura da camada mucosa e aumento do índice de apoptose (p<0,01) quando comparados 
com os Grupos Ib e IIb, caracterizando a melhor condição de preservação com a aplicação da 
OHB. Os índices de apoptose no Grupo Ib foram menores do que no Grupo IIb (p<0,01). Os 
índices mitóticos foram maiores nos segmentos preservados na câmara hiperbárica, se 
comparados aos acondicionados na geladeira (p<0,05), indicando que a OHB mantém a 
potencialidade de recuperação da mucosa. Conclusão: A oxigenação hiperbárica protege o 
intestino delgado de rato das lesões decorrentes da preservação hipotérmica. 
 
 
ABSTRACT 
 
 
The aim of this work was to evaluate the range of mucosal injury in small bowel submitted to 
hypothermic preservation and hyperbaric oxygenation (HBO).  
 Methods: Twenty 3-month-old male Wistar rats weighting 240 to 300 g were used as bowel 
donors. After luminal flush and vascular perfusion, 3-cm segments were maintained in 
Ringer’s solution at temperatures between 2°C to 4°C and randomly divided into 4 groups: 
Group Ia = conditioned in cold storage for 12 hours; Group Ib = conditioned in refrigerating 
HBO chamber for 12 hours (n=10); Group IIa = conditioned in cold storage for 24 hours 
(n=10); Group IIb = conditioned in refrigerating HBO chamber for 24 hours (n=10). After 
these preservation times, we studied intestinal tissue injury and morphometric analysis of the 
villi by H.E; apoptotic index by TUNEL and mitotic index by PCNA expression. 
Results: The grade of the lesions was significantly greater among group Ia and Ib compared 
to groups IIa and IIb, with smaller villi height and greater apoptotic index (p < 0,01). The 
apoptotic index was significantly smaller in group Ib compared to group IIb (p < o,01). The 
mitotic index was greater in segments preserved in hyperbaric chamber compared to 
conditioned in cold storage (p<0,05). Conclusion: The hyperbaric oxygenation protects the 
rat small bowel of the lesions in cold storage and preserves its structure adequately. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
Apesar de o primeiro relato de transplante intestinal experimental ter sido feito em 
1902, por Alexis Carrel, a evolução do transplante de intestino delgado foi mais longa que 
a de outros órgãos1-3. O transplante intestinal tem sido uma opção técnica para tratamento 
da Síndrome do Intestino Curto, quando há falha da nutrição parenteral total domiciliar 
aplicada por longos períodos. Embora a qualidade de vida dos pacientes possa não ser 
satisfatória, devido a episódios repetidos de rejeição celular aguda, os quais comprometem 
orgânica e funcionalmente o intestino transplantado, causando persistente desidratação e 
síndrome de má-absorção, nos últimos dez anos ocorreu um considerável aumento da 
aplicação clínica desta modalidade terapêutica2-6. Certamente que a descoberta de drogas 
imunossupressoras mais potentes propiciou um controle mais eficaz da rejeição aguda, 
apesar de não evitar a rejeição crônica. No entanto, uma ampla imunossupressão 
aumentou o risco da ocorrência de infecções bacterianas, fúngicas e virais, o que implicou 
uma terapia antimicrobiana e antiviral mais agressiva2,3,6,7. A indução de imunotolerância 
específica para o enxerto e a inativação da resistência do hospedeiro por pré-
condicionamento também têm sido outras alternativas utilizadas para se superar a rejeição 
celular6-8. 
De qualquer maneira, o sucesso da imunossupressão possibilitou um aumento 
exponencial no número de transplantes de intestino delgado na maioria dos centros. A 
experiência clínica desses grandes centros de transplante tem proporcionado a seus 
pacientes sobrevida em um ano de aproximadamente 70%, tornando-se mais de 66% 
destes cronicamente transplantados nutricionalmente independentes do aporte 
parenteral2,3,4,6. Portanto, a necessidade permanente de doadores de órgãos se estabelece, 
visto que há muito mais pacientes com falha intestinal irreversível do que doadores 
potenciais2,3,5. Sendo assim, com o intuito de tornar disponível um maior número de 
órgãos viáveis, é fundamental uma boa infra-estrutura de captação, bem como um 
aprimoramento das técnicas de preservação e de transporte do intestino delgado a ser 
transplantado.  
O tempo necessário para se transportar o órgão do serviço de captação até o de 
transplante, incluindo-se aquele necessário para a realização dos testes de compatibilidade 
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tecidual e da operação no receptor, ou seja, o tempo de isquemia do órgão pode chegar a 
12 ou 24 horas9-11. Portanto, seria considerada ideal uma técnica de preservação que 
mantivesse a integridade orgânica e funcional do intestino a ser transplantado por um 
intervalo de tempo igual ou superior a esse. Além disso, a preservação do intestino por 
mais tempo, sem prejuízo de sua qualidade, permite investigações mais acuradas da 
adequação tecidual do enxerto com o hospedeiro, bem como um melhor preparo do 
paciente receptor. Da mesma maneira, há a possibilidade de programar a realização do ato 
operatório para um horário em que a unidade hospitalar esteja em pleno funcionamento, 
evitando-se atuar com setores como o centro cirúrgico, banco de sangue e laboratórios 
operando em regime de emergência, ou seja, parcialmente, o que poderia comprometer o 
bom andamento do procedimento9-12. 
A preservação do intestino delgado a baixas temperaturas foi uma das primeiras 
técnicas utilizadas para se manter a viabilidade do enxerto13,14. Apenas com a diminuição 
da temperatura, preserva-se o intestino delgado por 5 a 8 horas13. Procura-se prolongar o 
período de preservação do intestino ao se associar à imersão em soluções resfriadas a 
perfusão vascular e a irrigação do lúmen intestinal15,16,17,18. Métodos menos complexos, 
como perfusão e imersão simples, que permitem um fácil transporte do intestino a ser 
transplantado, não o preservam adequadamente por mais de 12 horas, talvez devido às 
próprias características do órgão15,16,19,20. 
O aprimoramento das técnicas de preservação, com o acréscimo de novos recursos, 
procurando-se promover uma melhor manutenção da integridade tecidual durante o 
armazenamento, é necessário. Dentre os aprimoramentos, o uso da oxigenação hiperbárica 
(OHB) pode ser uma alternativa, ou seja, a colocação do tecido em ambiente com 
oxigênio à pressão maior que a atmosférica. Na década de 60, pesquisadores do 
Departamento de Cirurgia da Escola Médica da Universidade de Minnesota, chefiados por 
Richard C. Lillehei, iniciaram uma série de trabalhos para estudar o uso da OHB a baixas 
temperaturas na preservação de coração, rins e intestino delgado21. Com relação ao 
intestino, segundo esses autores, a associação da aplicação de oxigênio a 100% em 
ambiente de pressões entre 3 e 10 atmosferas absolutas (ATA) com a preservação em 
solução a baixas temperaturas (entre 2 e 4oC) manteve por períodos de 24 a 72 horas a 
integridade orgânica e funcional do tecido a ser transplantado. A viabilidade do tecido 
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preservado foi mantida por 24 horas, quando se aplicou pressão de 3 ATA, e por até 72 
horas, ao se aplicarem pressões acima de 7,9 ATA21-24. 
No entanto, em 1967, Rudolf e Mandel afirmaram que segmentos de íleo, estocados 
por 48 horas em ambiente de OHB (oxigênio a 100%; 8 ou 15 ATA), a uma temperatura 
de 2 oC, não recuperaram a sua função após autotransplante cervical. Os autores 
constataram que, nesse nível pressórico, ocorreu embolia gasosa no enxerto25. Essa 
intercorrência não é citada nos trabalhos da equipe de Lillehei21-24. Uma maior velocidade 
de compressão e descompressão da câmara hiperbárica poderia justificar a ocorrência 
dessa embolia gasosa. Da mesma maneira, ainda na década de 60, Momose e Salerno 
observaram que a aplicação de oxigênio a pressão de 7,9 ATA e a uma temperatura de 2 
oC não foi eficaz na preservação do intestino delgado por 72 horas, houve necrose do íleo 
autotransplantado26. 
No experimento de Rudolf e Mandel, bem como no de Momose e Salerno, quando 
se aplicou pressão de 3 ATA, o intestino delgado foi preservado adequadamente por 24 ou 
72 horas25,26. 
Portanto, na década de 60, estabeleceu-se que a OHB a baixas temperaturas é capaz 
de preservar o intestino por 24 horas, apesar de haver discordâncias a respeito do nível 
pressórico ideal a se aplicar (3 ATA21-26; 7,9 ATA, 10 ATA ou 15 ATA21-24). No entanto, 
permaneceu a dúvida se, efetivamente, a aplicação da OHB pôde estender esse tempo para 
48 ou 72 horas. De qualquer modo, foi observado que a OHB a baixas temperaturas 
preservou o intestino por um período mais longo que as técnicas predominantemente 
utilizadas então, ou seja, apenas imersão em soluções hipotérmicas, as quais preservavam 
o órgão por no máximo 8 horas13,14. Na verdade, a OHB a baixas temperaturas, como 
método de preservação, apresentou desempenho superior até mesmo ao de métodos da 
atualidade, os quais, além da imersão, procedem à perfusão vascular e à irrigação 
intraluminal do intestino, o que, como foi visto, não mantém a viabilidade do tecido por 
mais de 12 horas17,19-21. 
Apesar desses bons resultados, da década de 70 até a atualidade são recuperados 
poucos trabalhos que aplicam a OHB para a preservação de órgãos27-34. Não se identificou 
qualquer trabalho que tenha investigado a preservação do intestino delgado. Em 2002, 
utilizando-se de uma câmara hiperbárica de acrílico para animais de pequeno porte35, 
Guimarães et al. constataram que a OHB, aplicada à temperatura ambiente, protege o 
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intestino delgado da lesão por isquemia e reperfusão e sugerem o seu uso na preservação 
desse órgão36. Segundo Kuroda et al., a complexidade do método e o alto custo dos 
dispositivos devem ter desestimulado investigações posteriores37. De fato, o dispositivo 
desenvolvido por Lillehei et al.21 era complexo, principalmente em virtude de seu sistema 
de refrigeração, baseado no resfriamento de tanques contendo etilenoglicol, onde estavam 
colocados os vasos de pressão, o que possivelmente estabeleceu um alto custo de 
construção. Além disso, era uma estrutura de grandes dimensões e o seu transporte do 
local de captação do órgão para o de realização do transplante seria inviável. Já na 
preservação hipotérmica em soluções, apesar de apresentar uma eficácia menor do que a 
OHB a baixas temperaturas, o órgão é acondicionado em um recipiente fácil de ser 
transportado. Portanto, é provável que a complexidade, o alto custo e a impossibilidade de 
transporte tenham sido os motivos do abandono da OHB como opção técnica para 
preservação de órgãos e tecidos. 
No entanto, em virtude da potencialidade do uso da câmara hiperbárica refrigerada 
na preservação de órgãos e tecidos, particularmente do intestino delgado, se justifica o 
aprimoramento desse dispositivo, de maneira a torná-lo mais simples, mais barato e mais 
fácil de ser transportado. Em 2004, Santos et al desenvolveram um protótipo de câmara 
hiperbárica com um sistema simples de refrigeração, a um baixo custo e com a 
possibilidade de se transformar em um módulo transportável38. 
Portanto, diante do exposto, seria de fundamental importância avaliar se esse 
protótipo é capaz de preservar o intestino delgado destinado para transplante, por fornecer 
ao tecido oxigênio à pressão maior que a atmosférica e a baixas temperaturas. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 
 
Geral: 
 
Estudar o uso de câmara hiperbárica refrigerada na preservação do intestino delgado para 
transplante.  
  
 
Específico: 
 
Avaliar o grau de lesão do intestino delgado submetido à preservação hipotérmica e 
oxigenação hiperbárica. 
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3. MÉTODOS 
 
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM), conforme o protocolo 
de pesquisa de número: 0336/06. Todos os animais foram manipulados de acordo com “Os 
Princípios Éticos da Experimentação Animal da União Internacional Protetora dos Animais” e 
da lei Federal 663, de 8 de maio de 1979. 
 
Amostra 
Foram utilizados 20 ratos machos, Rattus norvegicus, da linhagem Wistar, procedentes 
do Biotério do Curso de Ciências Médicas do Centro Universitário Lusíadas, Santos, com 
peso entre 240 e 300 g (Tabela 1) e idade entre dois e três meses. 
Os ratos permaneceram por um período adaptativo pré-operatório de sete dias no 
Biotério da Faculdade de Biologia da Universidade Santa Cecília, alojados em gaiolas 
individuais, higienizadas diariamente, em condições de temperatura ambiente de 19 oC, 
regulada por ar condicionado, luminosidade controlada artificialmente para ciclos de claro e 
escuro de 12 horas, alimentação com ração própria para a espécie e água à vontade. 
 
Tabela 1 - Peso corporal (g) dos animais de experimentação. 
 
                                                  GRUPOS 
Animal Grupo I (12 horas) Grupo II (24 horas) 
1 244,0 243,0 
2 272,6 281,0 
3 240,0 265,0 
4 275,4 293,0 
5 250,4 250,6 
6 300,0 264,3 
7 240,0 240,0 
8 280,0 247,2 
9 299,5 300 
10 250,7 250 
Média 265,26 263,41 
Desvio padrão 23,36 21,34 
 
Teste t Student para amostras independentes 
tcalculado = 0,185  
p = 0,855 (N.S.) 
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Os animais de experimentação foram distribuídos, ao acaso, nos dois grupos a seguir: 
Grupo I  (n = 10 animais) = preservação do jejuno por 12 horas. 
Grupo II (n = 10 animais) = preservação do jejuno por 24 horas. 
Os segmentos de jejuno, coletados de cada animal de experimentação, foram divididos 
em 2 partes iguais (n = 40 segmentos de jejuno) e distribuídos aleatoriamente nos grupos que 
seguem: 
Grupo Ia (n = 10 segmentos de jejuno) = segmentos de intestino imersos em solução 
de Ringer com Lactato de Sódio® (RL), sem a aplicação de oxigênio a 100%, acondicionados 
por 12 horas a uma temperatura entre 2 e 4 ºC e à pressão de 1 ATA. 
Grupo Ib (n = 10 segmentos de jejuno) = segmentos de intestino imersos em RL, com 
aplicação de oxigênio a 100% e pressão de 6,5 ATA (OHB), acondicionados por 12 horas a 
uma temperatura entre 2 e 4 ºC. 
Grupo IIa = (n = 10 segmentos de jejuno) = segmentos de intestino imersos em RL, 
sem a aplicação de oxigênio a 100%, acondicionados por 24 horas a uma temperatura entre 2 
e 4 ºC e à pressão de 1 ATA. 
Grupo IIb = (n = 10 segmentos de jejuno) = segmentos de intestino imersos em RL, 
com aplicação de OHB à pressão de 6,5 ATA e acondicionados por 24 horas a uma 
temperatura entre 2 e 4 ºC. 
A distribuição da amostra está esquematizada na figura 1. 
 
 
 
 
 
 
GRUPO Ia 
12 horas 
SEM OHB 
segmentos de jejuno 
n=10 
GRUPO II 
24 horas 
10 animais 
(n= 20 segmentos de jejuno) 
GRUPO I 
12 horas 
10 animais 
(n= 20 segmentos de jejuno) 
GRUPO Ib 
12 horas 
COM OHB 
segmentos de jejuno
n=10 
GRUPO IIa 
24 horas 
SEM OHB 
segmentos de jejuno
n=10 
GRUPO IIb 
24 horas 
COM OHB 
segmentos de jejuno
n=10 
AMOSTRA 
20 animais 
(n = 40 segmentos de jejuno)
 
 
 
 
 
 
 
 
      Figura 1 – Fluxograma de distribuição da amostra nos diversos grupos do experimento. 
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Procedimentos 
 
Anestesia  
 
Os animais foram encaminhados para o laboratório em que se realizou o procedimento 
operatório e o acondicionamento dos órgãos com o intuito de preservação. O laboratório foi 
mantido refrigerado a uma temperatura entre 19 e 21 oC. 
Os animais foram pesados, em balança de precisão, imediatamente antes do 
procedimento anestésico. Receberam até esse momento dieta livre. 
Na sala operatória, realizou-se uma punção em face externa de membro inferior do 
animal de experimentação para se administrar, por via intramuscular, uma solução de 
cloridrato de quetamina (60 mg.mL-1) e cloridrato de xilazina (10 mg.mL-1), injetada a uma 
dose de 0,001 mL por grama de peso corporal. Os ratos foram considerados anestesiados após 
constatar-se perda de reação aos estímulos mecânicos, com a ausência da retirada do membro 
após estímulo doloroso provocado por preensão, e perda do reflexo palpebral.  
Após se obter o plano anestésico, os ratos foram posicionados em decúbito dorsal 
horizontal, em mesa operatória que permitiu a fixação das patas dianteiras e traseiras. 
 
Irrigação do lúmen intestinal 
 
Realizou-se epilação da parede abdominal por preensão digital e tração. 
Posteriormente, realizou-se anti-sepsia da pele com polivinilpirrolidona-iodo e protegeu-se a 
área a ser operada com campo fenestrado esterilizado. 
Após laparotomia mediana, iniciada no processo xifóide e estendendo-se por 4 cm no 
sentido caudal, procedeu-se à dissecção da primeira porção do duodeno, com ligadura da parte 
proximal com fio de algodão 2-0 para obstrução do lúmen intestinal. 
Um cateter de plástico siliconizado com 0,1 mm de diâmetro externo (sonda 
nasogástrica de número 4) foi colocado no interior do duodeno, através de uma incisão na 
parede anterior do órgão, realizada a bisturi, em porção imediatamente caudal à ligadura e 
conduzido em direção ao jejuno. A fixação do cateter ao duodeno se deu por uma ligadura 
com fio de algodão 2-0 que envolveu a ambos (Figura 2). 
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Figura 2 – Foto do cateter posicionado no lúmen duodenal, direcionado para porção distal. 
 
Um frasco contendo 100 mL de solução de Ringer com Lactato de Sódio  resfriado a 
uma temperatura entre 2 e 4 C (RLg) foi apoiado em suporte de 70 cm de altura e conectado 
a um equipo de administração endovenosa por macrogotas. Este, por sua vez, foi conectado ao 
cateter duodenal para se proceder à infusão de RLg no lúmen intestinal, a uma velocidade de 
50 gotas por minuto, até que o efluente do intestino delgado fosse claro. 
 
Procedimento operatório da coleta do intestino delgado 
 
No transcorrer da lavagem intestinal, com auxílio de uma lupa de pala, que permite 
um aumento de 5 vezes no tamanho da imagem, procedeu-se ao afastamento visceral para 
realização da dissecção da artéria aorta abdominal, em nível acima e abaixo da emergência da 
artéria mesentérica cranial. Tais artérias foram isoladas com fios de algodão 2-0 e 5-0, 
respectivamente. Outros ramos arteriais identificados a esse nível foram dissecados e isolados 
com algodão 5-0. Procedeu-se à dissecção da veia mesentérica cranial, também isolada com 
algodão 5-0 (Figuras 3 e 4). 
®
o
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Figura 3 – ta abdominal (A), em nível acima e abaixo da emergência da 
artéria mesentérica cranial (M). “F” = fígado; “*” = artéria hepática; “D” = 
intestino delgado. 
 
 
Fi
 Foto da artéria aor
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
gura 4 – Foto da veia () e da artéria () mesentérica cranial. “F” = fígado; “D” = 
intestino delgado. 
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O jejuno proximal foi seccionado transversalmente com tesoura, entre ligaduras de 
algodão 2.0, imediatamente após a porção distal do duodeno. O íleo distal também foi 
seccionado da mesma maneira, junto ao ceco. A seguir, o intestino delgado foi separado das 
estruturas adjacentes, com ligadura de ramos vasculares que participavam dessa conexão, e o 
órgão p
ial e retirado o intestino delgado da cavidade abdominal. A ligadura da 
eia mesentérica foi feita entre 27 e 38 minutos após o término da irrigação do lúmen 
 
Tabela 2 - Intervalo de t ão do lúmen intestinal e a 
 da veia mesenté l de exper
 
                                                  GRUPOS 
ermaneceu fixado ao animal de experimentação apenas pela aorta abdominal, artéria e 
veia mesentérica cranial, respectivamente. 
Foi seccionada a aorta abdominal, entre ligaduras de algodão 2-0, acima e abaixo da 
artéria mesentérica cranial. Posteriormente, entre ligaduras de algodão 5-0, foi seccionada a 
veia mesentérica cran
v
intestinal (Tabela 2). 
 
empo, em minutos, entre o final da irrigaç
ligadura rica, para cada anima imentação. 
1 31 27 
2 37 36 
3 37 38 
4 35 36 
5 35 35 
6 34 35 
7 37 35 
8 34 34 
9 30 30 
Animal Grupo I (12 horas) Grupo II (24 horas) 
10 33 33 
Média 34,30 33,90 
Desvio padrão 3,21 2,45 
 
 
Teste t Student para amostras independentes 
tcalculado = 0,313  
p = 0,758 (N.S.) 
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O tempo médio para a realização dos procedimentos necessários à coleta do intestino 
 
abela 3 – Freqüências dos intervalos de tempo, em minutos, entre o início do ato operatório 
e a retirada do intestino delgado da cavidade abdomi mitante 
eutanásia do animal de experime ão. 
 
TEMPO DE CAPTAÇÃO FREQUÊNCIA 
delgado foi de 53,95 minutos (Tabela 3) 
T
nal com a conco
ntaç
 
 50 4 
 53 3 
 54 6 
 55 5 
1 
 64 1 
Média                    53,95 
 57 
Desvio padrão                     3,09 
 
Imediatamente após a captação do intestino delgado a ser preservado, com o animal de 
experim ntação ainda anestesiado, procedeu-se à eutanásia por aplicação intravenosa, em veia 
 
Tabela 4 - Duração da anestesia, em animal de e
 
                                                  GRUPOS 
e
cava inferior, de 2 mL de cloreto de potássio a 19,1% (Tabela 4). 
 minutos, para cada xperimentação. 
1 64 53 
2 54 54 
3 55 55 
4 53 53 
5 55 55 
6 54 54 
7 57 55 
8 54 54 
9 50 50 
Animal Grupo I (12 horas) Grupo II (24 horas) 
10 50 50 
Média 54,60 53,30 
Desvio padrão 1,89 3,95 
 
Teste de Mann-Whitney 
Grupo I = Grupo II
Z = 0,66  
p = 0,55 (N.S.) 
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Perfus
 sua parede anterior, evitando-se obstruir a artéria 
mesent
ndo-se a ligadura da veia 
esentérica cranial e mantendo-se um fluxo de RLg de 40 gotas por minuto, realizou-se a 
Tabela 5 - Intervalo de t  mesentérica e o início da 
 vascular, para c mentação. 
 
                                                  GRUPOS 
ão vascular 
 
O intestino delgado foi colocado em uma placa de Petri de 8,8 cm de diâmetro 
preenchida com RLg. A ponta de um cateter intravascular de poliuretano de 0,7 mm de 
diâmetro e 19 mm de comprimento foi posicionada no interior do segmento da aorta 
abdominal, através de uma incisão em
érica cranial. A fixação do cateter à aorta se deu por uma ligadura com fio de algodão 
5.0 que envolveu a ambos. 
Um frasco de RLg, conectado a um equipo de administração endovenosa, foi apoiado 
na coluna de 70 cm de altura. Entre 3 e 8 minutos após a captação do intestino delgado 
(Tabela 5), conectando-se o equipo ao cateter de poliuretano, desfaze
m
perfusão vascular até que o efluente da veia mesentérica fosse claro. 
 
empo, em minutos, entre a ligadura da veia
perfusão ada animal de experi
1 5 5 
2 6 5 
3 5 7 
4 7 7 
5 4 5 
6 5 6 
7 8 6 
8 3 5 
9 5 5 
Animal Grupo I (12 horas) Grupo II (24 horas) 
10 5 5 
Média 5,30 5,60 
Desvio padrão 0,84 1,42 
 
Teste de Mann-Whitney 
Grupo I = Grupo II
Z = 0,07  
 p = 0,95 (N.S.)
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Prepar
ter de forma indireta o comprimento do 
órgão em cada animal de experimentação. Tais medidas variaram entre 82 e 98,5 cm, tendo 
 
Tabela 6 - ento (cm) do intestino delgado dos animais de e
 
                                                  GRUPOS 
o do segmento de intestino a ser preservado 
 
Um fio de algodão foi aposto à borda mesenterial de todo o intestino delgado, sendo, 
posteriormente, medido por fita métrica, para se ob
sido semelhantes entres os Grupos I e II (Tabela 6). 
Comprim xperimentação. 
1 92 94 
2 85,5 91 
3 78,5 86,5 
4 96 93,5 
9  
9  
10 81,5 82 
Média 90,15 90,20 
5 3,5 89 
6 8,5 96,5 
7 82 83 
8 97 89 
9 97 97,5 
Animal Grupo I (12 horas) Grupo II (24 horas) 
Desvio padrão 5,31 7,53 
 
Teste t Student para amostras independentes 
ertencem aos Grupos Ia e IIa, 
respectivamente. Os acondicionados por 12 horas ou 24 horas na câmara hiperbárica 
refrigerada pertencem aos Grupos Ib e IIb, respectivamente. 
tcalculado = - 0,017  
p = 0,987 (N.S.) 
 
Então, foi coletada uma porção de 6 cm do intestino delgado, por secção transversal 
do mesmo com bisturi, estando o ponto médio dessa porção eqüidistante da extremidade 
proximal e distal da peça cirúrgica. Esse segmento de jejuno de 6 cm foi dividido em dois 
outros de 3 cm (Figura 5). Cada segmento de 3 cm, após ser pesado em balança de precisão, 
foi colocado em um bécher de 50 mL contendo 40 mL de RLg. Os pesos de cada um destes 
segmentos foram semelhantes entre os diversos grupos (Tabela 7). Aleatoriamente, um dos 
frascos foi encaminhado para acondicionamento na geladeira e o outro, acondicionado na 
câmara hiperbárica refrigerada. Como descrito anteriormente, os segmentos de 3 cm 
acondicionados na geladeira por 12 horas ou 24 horas p
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Figura 5 –  intestino delgado (ID) a 
ser preservado.”y”= ponto médio do segmento. 
Tabela 7 – 
a hiperbárica refrigerada, por 12 ou 
por 24 horas, anteriormente à preservação. 
 
               RUPO
Animal Grupo Ia Grupo Ib Grupo IIa Grupo IIb 
 Figura representativa da coleta do segmento de
 
 
Comparação dos pesos (g) dos segmentos de intestino destinados ao 
acondicionamento na geladeira ou na câmar
                           G S 
1 0,77 0,75 0,72 0,70 
2 0,81 0,83 0,82 0,84 
3 0,82 0,80 0,77 0,78 
4 0,80 0,82 0,84 0,86 
5 0,85 0,84 0,81 0,83 
6 0,86 0,88 0,84 0,86 
7 0,87 0,84 0,80 0,79 
8 0,84 0,83 0,86 0,85 
9 0,85 0,87 0,87 0,88 
10 0,77 0,75 0,79 0,80 
Média 0,824 0,821 0,812 0,819 
Desvio padrão 0,035 0,043 0,044 0,053 
 
Teste t Student para 
Grupo Ia x Grupo Ib Grupo IIa x Grupo IIb 
p = 0,656 (N.S.) p = 0,173 (N.S.) 
amostras dependentes 
tcalculado = 0,461 tcalculado = - 1,481 
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Acondicionamento em geladeira 
Os segmentos de jejuno pertencentes aos Grupos Ia ou IIa foram transportados, 
individualmente, dentro do bécher com RLg, acondicionados em caixa de isopor contendo 
água e gelo. Os frascos foram retirados da caixa e colocados em uma geladeira General Icy 
GE-02®, calibrada e mantida a uma temperatura entre 2 e 4 ºC. 
Os segmentos de jejuno pertencentes ao Grupo Ia permaneceram na geladeira por 12 
horas. Os segmentos de jejuno pertencentes ao Grupo IIa permaneceram na geladeira por 24 
horas. 
 
Acondicionamento na câmara hiperbárica refrigerada 
Os segmentos de jejuno pertencentes aos Grupos Ib ou IIb foram imediatamente 
acondicionados em câmara hiperbárica refrigerada desenvolvida na Engenharia Industrial 
Mecânica da Universidade Santa Cecília38. 
O dispositivo é constituído de um chassi de aço inoxidável (40 cm de largura, 28 cm 
de altura e 23 cm de profundidade) em que se apóiam um vaso de pressão e um sistema de 
refrigeração (Figura 6). O vaso de pressão tem um volume interno de 0,5 L. Há um espaço de 
1,8 cm entre as paredes interna e externa do vaso de pressão, o qual se estabeleceu ao se 
colocar um cilindro de aço inoxidável de 3 mm de espessura, 7,8 cm de diâmetro interno e 12 
cm de altura dentro de outro semelhante, porém com de 12 cm de diâmetro interno (Figura 7). 
Uma placa circular do mesmo material está soldada às bases dos cilindros, fechando-os 
inferiormente. Outra placa circular serve de tampo superior. Ela contém um furo por onde 
passa um sensor de temperatura e outros quatro furos por onde passam parafusos que estão 
fixados no vaso de pressão. Porcas de aperto, que são recartilhadas, propiciam o torque fácil 
com os parafusos, permitindo-se rápido fechamento e abertura do vaso de pressão (Figura 8). 
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Figura 6 – Foto da câmara hiperbárica refrigerada com sensor de temperatura no vaso de pressão (*), 
controlador computadorizado de temperatura (+) e conexão com a fonte de oxigênio (O). 
 
 
 
 18
 
Figura representativa do vaso de pressão e do sistema de refrigeração (compressor, condenFigura 7 – sador, 
expansor e serpentina) da câmara hiperbárica refrigerada. “ ”= sentido do fluxo do fluído. 
 
Figura 8 – (T) no vaso de 
pressão (V) e foto representativa da abertura da câmara hiperbárica refrigerada (N). 
 
 Fotos do sensor de temperatura (*), das porcas recartilhadas (P), do tampo superior 
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Obtém-se a pressão desejada no interior do vaso de pressão ao se infundir oxigênio 
medicinal a 100% através de uma conexão lateral entre o vaso (Figura 6) e um cilindro de 
oxigênio de 1,5 L da White-Martins®. Essa pressão é monitorada por um manômetro de 
pressão da Eurosaff®. A pressão interna estabelecida no vaso da câmara para 
acondicionamento dos segmentos de intestino pertencentes aos Grupos Ib e IIb foi de 6,5 
ATA (Figura 9), num ritmo de 3 ATA por minuto.  
 
 
Figura 9 – Foto do cilindro de oxigênio (∗) acoplado ao manômetro de pressão (¨). 
 
O sistema de refrigeração é constituído de um compressor de ar, um condensador, uma 
área de expansão do ar e uma serpentina. A serpentina está posicionada no espaço existente 
entre os cilindros que formam o vaso de pressão (Figura 7). Obtém-se a temperatura desejada 
no interior da câmara por meio de um controlador de temperatura computadorizado Presys® 
modelo DNY2030 que aciona e desliga o compressor a temperaturas pré-determinadas, 
aferidas no interior da câmara por um sensor calibrado Termopar-PT100® (Figura 6).  
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Para receber os segmentos de intestino delgado pertencentes aos Grupos Ib e IIb, a 
câmara foi previamente resfriada e mantida a uma temperatura entre 2 e 4 ºC. Para tanto, o 
controlador Presys® foi programado para ligar o compressor quando a temperatura no interior 
da câmara fosse igual a 3,6 ºC e desligá-lo a uma temperatura de 3,3 ºC, estabelecendo-se os 
ciclos de “liga-desliga” do compressor no experimento. 
Uma folha de alumínio foi aposta às paredes internas do vaso de pressão para facilitar 
o fluxo de calor entre a serpentina e o órgão a ser preservado. Os bécheres contendo os 
segmentos de intestino foram colocados sobre essa folha de alumínio (Figuras 10 e 11) e a 
câmara foi fechada. 
 
 
Figura 10 - Foto do interior do vaso de pressão (Ò) onde se apóia a folha de alumínio. 
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 Foto do bécher contendo RLg e o segmentoFigura 11 -  de jejuno (), apoiado em folha de alumínio () que 
reveste parte do interior do vaso de pressão. 
 
Os segmentos de intestino pertencentes ao Grupo Ib permaneceram na câmara 
hiperbárica refrigerada por 12 horas. Os segmentos de intestino pertencentes ao Grupo IIb 
permaneceram na câmara hiperbárica refrigerada por 24 horas. 
 
Monitoramento da temperatura 
A temperatura ambiente do laboratório em que se realizaram os procedimentos foi 
mantida, por meio refrigerador de ar, entre 19 e 22 ºC. O monitoramento dessa temperatura 
foi feito por um termohigrômetro digital Alla France . 
A monitoração da temperatura da RLg, utilizado para a lavagem do lúmen intestinal e 
para a perfusão vascular, foi dada por um termômetro de mercúrio colocado em um bécher 
contendo uma amostra da RLg. 
A temperatura da geladeira foi monitorada por um termômetro interno e um sensor 
externo, remoto e sem fio RadioSack . 
®
®
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A temperatura da câmara foi monitorada por um sensor calibrado de temperatura 
TERMOPAR-PT100®, cuja ponta esteve posicionada dentro do bécher de 50 mL que 
continha os 40 mL da RLg e o segmento de 3 cm do intestino (Figuras 8 e 11). 
 
Protocolo 1 
Os procedimentos de coleta e preservação dos segmentos intestinais de cada animal de 
experimentação foram anotados em ficha padronizada denominada Protocolo 1 (Figura 12). 
 
PROTOCOLO 1 
                  Observações: 
Animal no Sexo Idade Peso Grupo Data 
      
Início Término Temperatura ambiente oC oC 
Anestesia Início Término 
   
 Intercorrências  
Operação Início Término 
   
 Intercorrências  
Início Término Irrigação do lúmen intestinal   
 Temperatura RL Temperatura RL 
 oC oC 
 Volume utilizado de RL 
 mL 
 Intercorrências  
Aorta Veia Mesentérica Horário de ligadura dos vasos   
Início Término Perfusão vascular   
 Temperatura RL Temperatura RL 
 oC oC 
 Volume utilizado de RL 
 mL 
 Intercorrências  
Intestino Comprimento cm 
Peso do segmento de intestino a ser preservado Destinado para a câmara hiperbárica Destinado para a geladeira 
 g g 
Início Término Compressão da câmara   
Início Término Descompressão da câmara   
 
 
Figura 12– Cópia da ficha padronizada para as anotações do procedimento de coleta e preservação do 
segmento intestinal de cada animal de experimentação. 
 
Processamento histológico  
Após o período de preservação, procedeu-se à descompressão da câmara, num ritmo 
de 1 ATA por minuto, para que ela pudesse ser aberta, e o intestino foi encaminhado para o 
processamento histológico. 
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Assim, cada segmento de jejuno de 3 cm foi dividido, por incisão a bisturi, em 3 partes 
iguais de 1 cm. O terço médio foi imediatamente mergulhado em solução de formaldeído a 
10%, tamponado, para análise histológica, desprezando-se os segmentos laterais (Figura 13). 
 
 
Figura 13 – Figura representativa do procedimento de coleta do fragmento de jejuno a ser processado para 
análise histológica. 
 
Após a fixação por 12 horas, o material foi submetido a métodos para inclusão em 
parafina. Dos blocos foram obtidos cortes transversais (7 µm de espessura) do segmento 
intestinal.  
Alguns cortes histológicos foram corados pela hematoxilina-eosina (H.E.) e analisados 
em microscópio de luz, por observador que desconhecia a distribuição amostral.  
 
Graus de lesão da mucosa 
Os achados microscópicos foram descritos e anotados e as lesões da mucosa intestinal 
foram graduadas, segundo os critérios de Chiu/Park39-41(Quadro 1). 
 
 
 
 
 
 
 24
Grau 0 Mucosa normal. 
Grau 1 Espaço subepitelial no ápice da vilosidade. 
Grau 2 Extensão do espaço subepitelial com moderado levantamento da camada epitelial com 
relação à lâmina própria. 
Grau 3 Levantamento epitelial extenso do ápice à base da vilosidade com algumas vilosidades 
desnudadas. 
Grau 4 Vilosidade desnudada com exposição de lâmina própria, capilares dilatados, aumento de 
celularidade da lâmina própria. 
Grau 5 Desintegração da lâmina própria, hemorragia e ulceração. 
Grau 6 Lesão nas criptas. 
Grau 7 Infarto transmucoso. 
Grau 8 Infarto transmural. 
 
Quadro 1 – Critérios de graduação da lesão tecidual intestinal, ao microscópio de luz. 
 
Histometria das vilosidades 
Para se avaliar a altura das vilosidades, foi usado um sistema digital de captura de 
imagem Software Image plus, que trabalha em ambiente Windows e que consiste de um 
microscópio Olympus BX51 com objetivas planocromáticas, acoplado a uma câmara de vídeo 
Oly 200 Olympus América Inc e um microcomputador Pentium Intel com 128 megabytes 
de memória RAM (random access memory = memória de acesso aleatório), com placa 
digitalizadora de imagens. Foram escolhidas aleatoriamente 10 vilosidades em cada lâmina e 
a medida da altura de cada uma se deu em aumento de 40 vezes. Por meio de programa de 
tratamento de imagens computadorizadas, Software Image tool, traçou-se uma linha reta que 
une duas linhas paralelas imaginárias, tangentes às bases e às extremidades livres de cada 
vilosidade voltadas para o lúmen intestinal. A medida dessa linha foi considerada a altura da 
vilosidade. Foi aferida em pixel (picture plus element = elemento por imagem) e, 
posteriormente, transformada para micrômetros (µm) na razão de um pixel equivalendo a 
0,35µm. 
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Protocolo 2 
Os achados microscópicos de graus de lesão da mucosa e morfometria das vilosidades 
de cada segmento de intestino foram anotados em ficha padronizada denominada Protocolo 2 
(Figura 14). 
 
PROTOCOLO 2 
                                                                                                      GRAU DE LESÃO x MÉTODO PRESERVAÇÃO 
Segmentos intestinais Ia Ib IIa IIb 
1     
2     
3     
4     
5     
6     
7     
8     
9     
10     
 
                                                                               ALTURA VILOSIDADES (µm) x MÉTODO DE PRESERVAÇÃO 
 Ia Ib IIa IIb 
  .1  
  .2  
  .3  
  .4  
  .5  
  .6  
  .7  
  .8  
  .9  
   .10  
Observações:    = número do segmento de intestino analisado (01 a 10). 
                               Analisadas 10 vilosidades por segmento (.1 a .10) 
 
Figura 14 – Cópia da ficha padronizada para as anotações das observações histológicas do grau de lesão e 
morfometria das vilosidades dos segmentos intestinais de cada animal de experimentação. 
 
Índice de apoptose 
Outros cortes foram coletados em lâminas silanizadas e processadas para reação 
imunoistoquímica. 
A análise do índice de apoptose, por imunoistoquímica, foi feita pelo método de 
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine triphosphate nick-end 
labeling)42. Os fragmentos, contracorados por hematoxilina, foram observados em 
microscópio de luz. A apoptose foi observada e avaliada nas criptas e vilosidades intestinais. 
Considerou-se como um evento apoptótico o núcleo que se apresentou corado em marrom. 
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O índice de apoptose foi avaliado pelo mesmo sistema digital de captura de imagem 
utilizado para medir a altura das vilosidades. Foram escolhidos 10 campos aleatórios em 
aumento de 40 vezes para cada lâmina, sendo que o total de células coradas foi contado com o 
auxílio do Software Image tool®. 
 
Índice mitótico 
A expressão do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA = proliferating cell 
nuclear antigen)43, obtida por incubação dos fragmentos com o anticorpo PC10, sendo as 
lâminas contracoradas com 0,3% de verde metila, foi utilizada para a análise do índice 
mitótico. O índice de proliferação foi obtido pela avaliação do número de células marcadas 
por 1000 núcleos observados nas criptas do tubo intestinal do fragmento histológico de cada 
animal de experimentação 
Protocolo 3 
Os índices de apoptose e mitose de cada segmento de intestino foram anotados em 
ficha padronizada denominada Protocolo 3 (Figura 15). 
PROCOTOLO 3 
                                                                                         ÍNDICE DE APOPTOSE x MÉTODO PRESERVAÇÃO 
Segmentos intestinais Ia Ib IIa IIb 
1     
2     
3     
4     
5     
6     
7     
8     
9     
10     
Observação: Índice de apoptose = números células em apoptose por 10 campos 
 
                                                                                               ÍNDICE DE MITOSE x MÉTODO PRESERVAÇÃO 
Segmentos intestinais Ia Ib IIa IIb 
1     
2     
3     
4     
5     
6     
7     
8     
9     
10     
Observação: Índice de mitose = números células em mitose por 1000 núcleos 
 
Figura 15 – Cópia da ficha padronizada para as anotações das observações histológicas do índice de apoptose e 
índice de mitose dos segmentos intestinais de cada animal de experimentação. 
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Estudo Estatístico 
Os resultados obtidos da amostra foram enviados ao Curso de Matemática da 
Faculdade de Ciências e Tecnologia da Universidade Santa Cecília, Disciplina de 
Bioestatística, onde recebeu tratamento estatístico. 
Foram realizados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk44 para verificar se 
as variáveis quantitativas contínuas apresentavam distribuição normal. Para as que 
apresentaram distribuição normal, foram utilizados testes paramétricos, enquanto que para as 
de distribuição heterogênea, foram utilizados testes não-paramétricos. 
Utilizou-se o Teste t de Student44 para 2 amostras independentes ao se compararem os 
Grupos I e II em relação ao peso dos animais, ao comprimento do intestino delgado, ao peso 
dos segmentos de intestino a serem preservados e ao intervalo de tempo entre o final da 
irrigação do lúmen intestinal e a ligadura da veia mesentérica, com o objetivo de se avaliar a 
homogeneidade da amostra. Com este mesmo objetivo, utilizou-se o Teste de Mann-
Whitney45, ao se compararem os Grupos I e II em relação à duração da anestesia e ao tempo 
entre a ligadura da veia mesentérica e o início da perfusão vascular. 
Utilizou-se o Teste de Wilcoxon45 para 2 amostras relacionadas ao se compararem os 
Grupos Ia e Ib, bem como os Grupos IIa e IIb com relação aos graus de lesão, alturas das 
vilosidades, índice de apoptose e de proliferação celular, objetivando-se avaliar a interferência 
da oxigenação hiperbárica na estrutura morfológica do intestino delgado durante a 
preservação. 
Também com relação aos graus de lesão, altura das vilosidades, índice de apoptose e 
de proliferação celular, foram comparados tanto os Grupos Ia e IIa como os Grupos Ib e IIb 
pelo Teste de Mann-Whitney45 para 2 amostras independentes, para se avaliar a interferência 
do tempo de acondicionamento na estrutura morfológica do intestino. 
Fixou-se em 0,05 ou 5% o nível de rejeição da hipótese de nulidade. Foram 
considerados estatisticamente significantes os valores de p < 0,05. Os resultados significantes 
foram destacados com asterisco (*). Ao lado dos resultados não significantes assinalou-se 
N.S. entre parênteses. 
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4. RESULTADOS 
 
Tabela 8 – Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos ou não à oxigenação 
hiperbárica. 
 
GRUPOS 
Ia Ib IIa IIb 
6 2 6 3 
6 2 7 4 
6 3 7 3 
6 3 7 4 
6 3 7 4 
6 2 6 3 
6 3 6 3 
6 3 6 4 
6 2 7 4 
6 2 7 4 
 
Prova de Wilcoxon 
Grupo Ia x Grupo Ib Grupo IIa x Grupo IIb 
Ia > Ib IIa > IIb 
Z = 2,879* Z = 2,970* 
p = 0,002 p = 0,002 
 
Teste de Mann-Whitney 
Grupo Ia x Grupo IIa Grupo Ib x Grupo IIb 
Ia < IIa Ib < IIb 
Z = 2,854* Z = 3,245* 
p = 0,01 p = 0,001 
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Gráfico 1 – Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 
horas e submetidos (Grupo Ib) ou não (Grupo Ia) à oxigenação hiperbárica.  
Teste de Wilcoxon: Ia > Ib (p = 0,002). 
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Gráfico 2 – Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 24 
horas e submetidos (Grupo IIb) ou não (Grupo IIa) à oxigenação hiperbárica. Teste de Wilcoxon: 
IIa > IIb (p = 0,002). 
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Gráfico 3 – Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 ou 
24 horas e não submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ia e IIa, respectivamente). Teste de 
Mann-Whitney: Ia < IIa (p = 0,01). 
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Gráfico 4 – Comparação dos graus de lesão nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 ou 
24 horas e submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ib e IIb, respectivamente). Teste de Mann-
Whitney: Ib < IIb (p = 0,001). 
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Tabela 9 – Comparação das médias de histometria das vilosidades nos segmentos intestinais 
 
                           GRUPOS 
preservados hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos ou não à 
oxigenação hiperbárica (medidas em µm; 10 vilosidades por cada segmento). 
Médias Ia IIa IIb Ib 
1 19,07 166,53 140,68 7,87 
6 18,20 181,24 21,35 134,63 
7 19,28 166,70 8,08 140,85 
2 19,93 167,35 8,73 141,50 
3 9,77 159,35 16,28 121,15 
4 17,90 181,21 21,35 146,26 
5 9,25 158,83 15,76 112,12 
8 10,29 159,88 16,81 113,17 
9 16,90 179,91 20,05 133,33 
10 20,79 168,25 9,59 142,40 
 
Prova de Wilcoxon 
Grupo Ia x G x Grupo IIb 
Z  Z  
 
Teste de Mann-Whitney 
Grupo Ia rupo IIb 
Z = 0,166 (N.S.) Z  
 
 
rupo Ib rupo IIa G
Ia < Ib IIa < IIb 
 = 8,682*  = 8,682*
p < 0,001 p < 0,001 
 
x Grupo IIa Grupo Ib x G
Ia = IIa Ib > IIb 
 = 11,000*
p = 0,871 p < 0,001 
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Gráfico 5 – Comparação das médias de histometria das vilosidades nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 12 horas e submetidos (Grupo Ib) ou não (Grupo Ia) à oxigenação 
190
hiperbárica. Teste de Wilcoxon: Ia < Ib (p < 0,001). 
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Gráfico 6 – Comparação das médias de histometria das vilosidades nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 24 horas e submetidos (Grupo IIb) ou não (Grupo IIa) à oxigenação 
 
hiperbárica. Teste de Wilcoxon: IIa < IIb (p < 0,001). 
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Gráfico 7 – Comparação das médias de histometria das vilosidades nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 12 ou 24 horas e não submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ia e IIa, 
respectivamente). Teste de Mann-Whitney: Ia = IIa (p = 0,871). 
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Gráfico 8 – Comparação das médias de histometria das vilosidades nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ib e IIb, 
respectivamente). Teste de Mann-Whitney: Ib > IIb (p < 0,001). 
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Tabela 10 – Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais preservados 
hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos ou não à oxigenação 
hiperbárica (número de células em apoptose por 10 campos). 
 
                              GRUPOS 
 Ia Ib IIa IIb 
 72 8 99 12 
 63 3 99 12 
 63 8 99 8 
 63 8 100 8 
 63 2 100 12 
 72 4 100 12 
 63 4 99 11 
 70 3 99 8 
 72 3 99 11 
 71 8 99 8 
Média 67,2 5,1 99,3 10,2 
Desvio-Padrão 4,5 2,6 0,5 2,0 
 
Prova de Wilcoxon 
 
Grupo Ia x Grupo Ib Grupo IIa x Grupo IIb 
Ia > Ib IIa > IIb 
Z = 2,805* Z = 2,831* 
p = 0,002 p = 0,002 
 
Teste de Mann-Whitney 
 
Grupo Ia x Grupo IIa Grupo Ib x Grupo IIb 
Ia < IIa Ib < IIb 
Z = 3,905* Z = 3,301* 
p < 0,001 p = 0,001 
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Gráfico 9 – Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 
horas e submetidos (Grupo Ib) ou não (Grupo Ia) à oxigenação hiperbárica. Teste de Wilcoxon: Ia > 
Ib (p = 0,002). 
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Gráfico 10 – Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 
24 horas e submetidos (Grupo IIb) ou não (Grupo IIa) à oxigenação hiperbárica. Teste de 
Wilcoxon: IIa > IIb (p = 0,002). 
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Gráfico 11 – Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais preservados hipotermicam
12 ou 24 horas e não submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ia e IIa, respectivamente). Teste 
ente por 
 
de Mann-Whitney: Ia < IIa (p < 0,001). 
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Gráfico 12 – Comparação dos índices de apoptose nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 
12 ou 24 horas e submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ib e IIb, respectivamente). Teste de 
Mann-Whitney: Ib < IIb (p.=.0,001). 
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Tabela 11 – Comparação dos índices mitóticos nos segmentos intestinais preservados 
 
                                  GRUPOS 
hipotermicamente por 12 ou 24 horas e submetidos ou não à oxigenação 
hiperbárica (número de núcleos marcados por 1000 núcleos). 
 Ia Ib IIa IIb 
 9 18 22 224 
 2 8 15 206 
 2 15 22 225 
 3 4 15 206 
 5 16 15 225 
 9 4 20 205 
8,3 215 
6,6 3,5 10 
 
 2 4 15 206 
 9 18 15 224 
 2 18 22 224 
 9 4 22 205 
Média 5,2 10,9 1  
Desvio-Padrão 3,4 
Prova de Wilcoxon 
Grupo Ia x G x Grupo IIb 
Z  Z  
 
Teste de Mann-Whitney 
Grupo Ia rupo IIb 
Z  Z  
 
 
rupo Ib rupo IIa G
Ia < Ib IIa < IIb 
 = 2,092*  = 2,812*
p = 0,034 p = 0,002 
 
x Grupo IIa Grupo Ib x G
Ia < IIa Ib < IIb 
 = 3,853*  = 3,814*
p < 0,001 p < 0,001 
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Gráfico 13 – Comparação dos índices mitóticos nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 
horas e submetidos (Grupo Ib) ou não (Grupo Ia) à oxigenação hiperbárica. Teste de Wilcoxon: Ia 
< Ib (p = 0,034). 
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Gráfico 14 – Comparação dos índices de mitose nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 24 
horas e submetidos (Grupo IIb) ou não (Grupo IIa) à oxigenação hiperbárica. Teste de Wilcoxon: 
IIa < IIb (p = 0,002). 
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Gráfico 15 – Comparação dos índices de mitose nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 
ou 24 horas e não submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ia e IIa, respectivamente). Teste 
de Mann-Whitney: Ia < IIa (p < 0,001). 
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Gráfico 16 – Comparação dos índices de mitose nos segmentos intestinais preservados hipotermicamente por 12 
ou 24 horas e submetidos à oxigenação hiperbárica (Grupos Ib e IIb, respectivamente). Teste de 
 
Mann-Whitney: Ib < IIb (p < 0,001). 
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Figura 16 - Fotomicrografia característica de corte de intestino delgado de rato pertencente ao Grupo Ia 
(preservação hipotérmica por 12 horas em geladeira) mostrando a destruição das 
 
 
 
vilosidades (¨) com envolvimento das criptas (). (HE 100x). 
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Figura 17 - Fotomicrografia característica de corte de intestino delgado de rato pertencente ao Grupo Ib 
 
 
 
 
 
(preservação hipotérmica por 12 horas em câmara hiperbárica refrigerada) mostrando espaço 
subepitelial (¨) e ausência de desnudamento das vilosidades. (HE 100x). 
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Figura 18 - Fotomicrografia característica de corte de intestino delgado de rato pertencente ao Grupo IIa 
 
(preservação hipotérmica por 24 horas em geladeira) mostrando a destruição da vilosidade (§) 
com envolvimento da submucosa (). (HE 100x). 
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Figura 19 - Fotomicrografia característica de corte de intestino delgado de rato pertencente ao Grupo IIb 
 
(preservação hipotérmica por 24 horas em câmara hiperbárica refrigerada) mostrando a destruição 
parcial da vilosidade (setas). (HE 100x). 
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Figura 20 - Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato pertencente ao Grupo Ia (preservação 
 
 
hipotérmica por 12 horas em geladeira) com células reativas ao método de TUNEL (setas). 
(400x). 
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Figura 21 - Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato pertencente ao Grupo Ib (preservação 
 
hipotérmica por 12 horas em câmara hiperbárica refrigerada) com células reativas ao método de 
TUNEL (setas). (400x). 
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Figura 22 - Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato pertencente ao Grupo IIa (preservação 
hipotérmica por 24 horas em geladeira) com células reativas ao método de TUNEL (setas). 
(250x). 
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Figura 23 - Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato pertencente ao Grupo IIb (preservação 
hipotérmica por 24 horas em câmara hiperbárica refrigerada) com células reativas ao método de 
TUNEL (setas). (380x). 
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Figura 24 - Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato pertencente ao Grupo Ia (preservação 
hipotérmica por 12 horas em geladeira) com núcleos reativos ao PCNA (setas). 
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Figura 25 - Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato pertencente ao Grupo 
Ib (preservação hipotérmica por 12 horas em câmara hiperbárica refrigerada) 
com núcleos reativos ao PCNA (setas). 
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Figura 26 - Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato pertencente ao Grupo IIa (preservação 
hipotérmica por 24 horas em geladeira) com alguns núcleos reativos ao PCNA (setas). 
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Figura 27 - Fotomicrografia mostrando vilosidade intestinal de rato pertencente ao Grupo IIb 
(preservação hipotérmica por 24 horas em câmara hiperbárica refrigerada) com grande 
concentração de núcleos reativos ao PCNA (setas). 
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5. DISCUSSÃO 
 
 
O presente trabalho faz parte da linha de pesquisa “Isquemia e reperfusão e 
oxigenação hiperbárica” do Programa de Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação das 
disciplinas Técnica Operatória e Cirurgia Experimental e Cirurgia Pediátrica do 
Departamento de Cirurgia da UNIFESP-EPM46. Ele procura abrir um novo segmento nessa 
linha de pesquisa e dá início ao estudo da oxigenação hiperbárica hipotérmica como método 
de preservação do intestino delgado, estabelecendo uma conexão com a linha de pesquisa em 
transplantes. 
O animal de experimentação utilizado foi o rato, em virtude da facilidade de obtenção, 
manuseio e manutenção a baixo custo. Tal custo é decorrente não só do menor preço de 
aquisição dos roedores em relação aos animais de maior porte, como também da menor 
necessidade de espaço, de material anestésico, cirúrgico e medicamentoso utilizado no 
modelo47-49. A fácil manipulação desse animal possibilitou, por exemplo, atuar nos 
procedimentos com apenas um operador. 
A combinação quetamina e xilazina, por via intramuscular, foi o procedimento 
anestésico adotado em virtude de ser um dos mais utilizados em animais de pequeno porte e, 
habitualmente, manter o animal em plano anestésico de 40 a 60 min48. A dose ministrada foi 
suficiente para manter os animais anestesiados durante o procedimento de captação (Tabelas 3 
e 4). Optou-se pela aplicação intramuscular, para se evitarem eventuais lesões de vísceras 
abdominais ou interação medicamentosa com os procedimentos de preservação. 
Optou-se por realizar a irrigação do lúmen intestinal, via cateter duodenal, com 
solução de Ringer com Lactato de Sódio gelado (RLg), com o objetivo de remover o seu 
conteúdo e dar início ao processo de resfriamento do órgão. Protege-se o tecido de agressão 
química ao se remover mecanicamente, antes da preservação, o conteúdo luminal. De fato, as 
enzimas pancreáticas, ácidos e sais biliares, bem como as toxinas bacterianas estagnadas no 
lúmen intestinal durante a preservação são fatores agressores da mucosa16,50,51. 
Não se adicionou agente antimicrobiano à solução, como preconizado por alguns 
autores, para se evitar a ação química de tais agentes na mucosa15,50,51. Obviamente que a 
ausência do agente antimicrobriano implica menor controle da flora bacteriana do lúmen 
intestinal. No entanto, acredita-se que a OHB possa diminuir a virulência bacteriana52, bem 
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como potencializar os mecanismos antimicrobianos teciduais53, o que poderia compensar a 
falta do antibiótico. 
Ainda com relação à irrigação, ela teve início antes de se proceder à dissecção dos 
vasos e se encerrou antes da ligadura dos mesmos (Tabela 2), de maneira a se captar o 
intestino com um pequeno tempo de isquemia quente. Sabe-se que quanto menor o tempo de 
isquemia quente melhor a qualidade do enxerto54. 
Além disso, manteve-se uma mesma velocidade de infusão do RLg na irrigação do 
lúmen, para cada animal de experimentação e, estando o frasco da solução fixo a uma altura 
pré-determinada, estabeleceu-se uma pressão de infusão semelhante. Sendo assim, 
considerando-a uma pressão de infusão baixa, procurou-se minimizar o trauma mecânico da 
mucosa, já que uma irrigação vigorosa do lúmen intestinal pode causar lesão no enxerto55. 
Com relação à captação do órgão, no que se refere ao sistema vascular, a ligadura dos 
vasos esplâncnicos foi o último procedimento antes da remoção do intestino, sendo posterior à 
liberação do órgão das estruturas adjacentes. Dessa maneira, mais uma vez, procurou se 
estabelecer um pequeno tempo de isquemia quente durante a captação. Além disso, procedeu-
se à ligadura da artéria mesentérica antes da veia, de forma a se evitar a conseqüente 
congestão venosa, que poderia comprometer a qualidade do intestino a ser transplantado55. Da 
mesma maneira que na irrigação do lúmen intestinal, a perfusão vascular feita com RLg teve 
por objetivo contribuir com o resfriamento do órgão.  
Particularmente, com relação à preservação do intestino delgado, não há consenso na 
literatura de qual a solução mais adequada tanto para irrigação luminal quanto para perfusão 
vascular. Para alguns autores, as soluções cristalóides podem ser utilizadas nesse 
processo20,56,57. Optou-se pelo uso da solução cristalóide de Ringer com Lactato de Sódio, em 
decorrência da menor quantidade de substâncias, presentes na sua formulação, que 
sabidamente interferem no processo de preservação. Sendo assim, pôde-se melhor evidenciar 
a ação da OHB hipotérmica nessa preservação. Da mesma maneira, optou-se por não se 
acrescentar heparina na solução de perfusão vascular em virtude de suas prováveis ações 
antiinflamatórias e antioxidantes58-60. Certamente que a utilização da heparina asseguraria o 
restabelecimento do fluxo sangüíneo após a reperfusão, já que evita a obstrução da 
microcirculação por coágulos61. No entanto, no presente modelo pôde-se abrir mão de sua 
aplicação, uma vez que não se realizou a reperfusão. 
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As medidas do comprimento do intestino nos diversos animais de experimentação 
foram semelhantes às descritas na literatura62 e não apresentaram diferenças significativas 
entre os grupos (Tabela 6). O segmento do intestino encaminhado para preservação foi uma 
porção do jejuno a um nível semelhante para todos os animais de experimentação e os pesos 
desses segmentos não foram diferentes entres os diversos grupos (Tabela 7). Esses fatos, 
juntamente com a pequena variação dos pesos corporais dos animais de experimentação 
(Tabela 1), estabeleceram a homogeneidade da amostra. Além disso, ao se coletar, de um 
mesmo animal, o segmento a ser acondicionado na câmara ou na geladeira (Figura 5), 
estabeleceu-se o controle de possíveis variáveis intervenientes, decorrentes da diversidade 
biológica entre os animais de experimentação. 
A pressão de 6,5 ATA a que foram submetidos os segmentos de jejuno destinados para 
OHB hipotérmica (Grupo Ib e IIb) foi definida a partir da máxima pressão de trabalho 
permitida na câmara hiperbárica refrigerada, a qual se estabeleceu por testes de segurança 
aplicados no dispositivo38. Portanto, as condições de OHB hipotérmica foram muito 
semelhantes àquelas em que pesquisadores das décadas de 60 e 70 adequadamente 
preservaram o intestino delgado21-26. 
A OHB, por aumentar a difusão do oxigênio, deve promover uma melhor oxigenação 
tecidual36,63-66. Na preservação do intestino delgado, assim como em outros órgãos, tanto 
experimental quanto clinicamente, habitualmente a temperatura referida de acondicionamento 
é de 4 oC17. O resfriamento dos tecidos reduz a sua atividade metabólica e o consumo de 
oxigênio. Por exemplo, a 2 oC, o consumo tecidual de oxigênio é menos do que 5% do 
normal67. Sendo assim, inferiu-se que o fornecimento de oxigênio a 100%, em ambiente 
hiperbárico, a um tecido nestas condições, seria o suficiente para supri-lo do necessário para a 
manutenção de sua integridade, durante a preservação. Portanto, regulou-se a câmara 
hiperbárica refrigerada para que fornecesse ao tecido a ser preservado oxigênio a 100%, a 
uma pressão de 6,5 ATA e a uma temperatura entre 2 e 4 ºC. 
Na presente pesquisa, ao se estudar a preservação do intestino delgado destinado para 
o transplante, além de se investigar uma possível ação da OHB hipotérmica, também se 
considerou uma provável interferência do tempo de acondicionamento nessa preservação. 
Optou-se pelo tempo de 12 e 24 horas de preservação, considerando-se o fato de que, no 
transplante de intestino delgado, pode ser necessário um período semelhante de isquemia9-11. 
 
 
 63
Freqüentemente, a avaliação da eficácia dos métodos de preservação do intestino 
delgado se dá por análise em microscópio de luz de cortes histológicos corados por H.E. Por 
esse método, dentre os parâmetros analisados, predominam os sistemas que procuram graduar 
a lesão da mucosa de acordo com aspectos qualitativos e semiquantitativos41. Diferentes 
sistemas de graduação da lesão da mucosa têm sido descritos e, até o momento, não há um 
consenso na literatura sobre qual o mais adequado41. O sistema de graduação ideal deveria 
estabelecer uma correspondência consistente entre a aparência morfológica e a intensidade da 
lesão, evidenciando-se que, quanto maior a agressão, maior a lesão. Além disso, um grau de 
lesão claramente estabelecido gera uma pequena variabilidade entre avaliações feitas pelo 
mesmo observador ou por diferentes observadores. Sabe-se que a lesão decorrente da 
isquemia do intestino delgado envolve inicialmente o ápice das vilosidades, promovendo o 
descolamento das células epiteliais da lâmina própria. Permanecendo o quadro isquêmico, 
esse descolamento se estende até as criptas e há perda de células para o lúmen10,11,68. O 
sistema descrito por Chiu et al39, complementado posteriormente por Park et al40 (Sistema 
Park/Chiu), utilizado na presente pesquisa, gradua as lesões com base nesta resposta 
característica do intestino delgado, estabelecendo-se a correspondência entre a intensidade do 
trauma e o grau de lesão. Portanto, é um dos que mais adequadamente contemplam os 
requisitos de um bom sistema de graduação41. 
Com a perda das células epiteliais e células da lâmina própria para o lúmen intestinal, 
haverá uma diminuição da altura das vilosidades. Sendo assim, outro parâmetro utilizado para 
se avaliar a eficácia de métodos de preservação do intestino é a medida, em cortes 
histológicos corados por H.E., da altura das vilosidades. Tal medida pode ser feita por meio 
de ocular histométrica acoplada em microscópio de luz, ou por análise de imagens 
digitalizadas, realizada por programas de computador63,69. Portanto, a histometria das 
vilosidades também poderá evidenciar a intensidade da agressão.  
A descamação das células epiteliais para o lúmen, em decorrência da isquemia a que 
está submetido o intestino delgado durante a preservação, pode se dar devido à necrose ou 
apoptose dessas células70-73. No entanto, a apoptose parece ser o principal modo de morte 
celular na preservação do intestino delgado70,72,74. A apoptose, tipo de morte celular 
programada, ocorre por conta de uma complexa seqüência de eventos em cascata que pode ser 
dividida em três fases: iniciação (precoce e reversível), execução e morte apoptótica 
(irreversíveis). Optou-se por avaliar o índice de apoptose nos segmentos preservados de 
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intestino pelo método de TUNEL, o qual detecta a fragmentação do DNA que ocorre ao final 
da fase de execução e início da morte celular, em virtude de se identificar o processo em sua 
etapa irreversível42,75. 
A existência de um maior número de células em apoptose nas criptas, em decorrência 
da preservação, compromete a capacidade de restauração da mucosa, já que a proliferação 
celular no intestino se inicia nas criptas76,77. Um dos métodos utilizados para se detectar a 
proliferação celular é a expressão nessas células do PCNA, tipo de proteína nuclear que faz 
parte da DNA polimerase δ43. Portanto, optou-se por associar à avaliação do índice de 
apoptose o estudo da expressão do PCNA, com o objetivo de avaliar a potencialidade de 
regeneração da mucosa intestinal, ou seja, a qualidade morfológica do enxerto20,69. 
Com relação aos graus de lesão da mucosa, a preservação dos segmentos de jejuno na 
geladeira, nos períodos de 12 (Grupo Ia) ou de 24 horas (Grupo IIa), determinou graus 
compatíveis com o descrito por experimentos que se utilizaram de RL como solução de 
preservação10,11,78. Houve um agravamento da lesão quando o período de preservação foi de 
24 horas, o que também é coincidente com o descrito pela literatura, para diferentes métodos 
de preservação (Tabela 8, Gráfico 3, Figuras 16 e 18)50,51,68,79. No entanto, nenhum destes 
trabalhos utiliza a OHB como método de preservação já que, como citado anteriormente, na 
década de 70 interrompeu-se a aplicação da câmara na preservação de intestino delgado21-26. 
As pesquisas mais recentes investigaram a aplicação da OHB apenas na preservação do 
pulmão32 e da pele33,34. Evidenciou-se que há uma melhor preservação tecidual e supressão de 
reações de rejeição, provavelmente por se prevenir a queda da glutationa redutase, da glucose-
6-fosfato desidrogenase e por se inibir a atividade da xantina oxidase, uma das responsáveis 
pela lesão por isquemia e reperfusão. 
Os autores que analisaram a preservação do intestino delgado por períodos de 12 ou 
24 horas, sem o uso da OHB, mas que se utilizaram da perfusão vascular e da irrigação 
luminal, preservando o tecido em soluções contendo perfluoroquímicos69,74, aminoácidos16,50, 
lazaroid80, ou em solução da Universidade de Wisconsin (UW) associada à perfusão contínua 
de oxigênio51, observaram graus de lesão 2 ou 3. Na presente pesquisa, a aplicação da OHB 
hipotérmica (Grupos Ib e IIb) resultou em graus de lesão semelhantes (Tabela 8; Gráficos 1, 2 
e 4). 
Kakinoki et al., ao estudarem o uso de perfluoroquímico associado à solução UW na 
preservação por 24 horas do intestino delgado de ratos, observaram que houve piora nos graus 
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de lesão da mucosa uma hora após o transplante 74. Segundo os autores, os graus de lesão 
aumentaram de 2 e 3, antes da reperfusão, para 3 e 4, após o transplante. Apesar do 
agravamento da lesão, não houve acometimento das criptas. Portanto, manteve-se a 
potencialidade de regeneração do intestino delgado20,55,76,77,78. Os autores relataram que o 
índice de sobrevida dos animais de experimentação em 7 dias foi de 100%. Os graus de lesão 
da mucosa no Grupo Ib, após a preservação, também foi de 2 ou 3 (Tabela 8, Gráficos 1 e 4, 
Figura 17). Sendo assim, é provável que os segmentos de intestino do Grupo Ib possam ser 
utilizados como enxerto, já que nestes segmentos também houve preservação das criptas. 
Certamente, o esperado agravamento da lesão após a reperfusão poderá comprometê-las. No 
entanto, com a aplicação OHB durante a isquemia, por se proteger o órgão da lesão por 
reperfusão, amenizando-a, dever-se-á evitar o acometimento das criptas, mantendo-se a 
potencialidade de regeneração do intestino após o transplante36,63. Os segmentos de intestino 
do Grupo IIb, por apresentarem um maior grau de lesão logo após a preservação (Grau 3 ou 
4), se transplantados poderão ter envolvidas as criptas na lesão por reperfusão, o que 
inviabilizaria a sua utilização como enxerto (Tabela 8, Gráficos 2 e 4, Figura 19). No entanto, 
não se sabe qual grau de proteção confere a aplicação da OHB nesta situação em particular. 
Talvez, os altos índices mitóticos observados nos segmentos intestinais deste grupo, ao final 
da preservação, auferidos pela expressão do PCNA, e que dão indícios da capacidade de 
regeneração de sua mucosa10,11, sejam mantidos após a reperfusão (Tabela 11, Gráficos 14 e 
16, Figura 27). 
Nos segmentos de jejuno dos Grupos Ia e IIa, o acometimento de algumas criptas foi 
observado após a preservação (Figuras 16 e 18). Se o órgão for reperfundido, o número de 
criptas acometidas deverá ser maior, o que certamente retardará a regeneração da mucosa, 
inviabilizando o sucesso de um eventual transplante. De fato, o índice de mitose nesses 
grupos foi baixo e deverá ser menor após um transplante (Tabela 11, Gráficos 13, 14 e 15, 
Figuras 24 e 26). 
Portanto, os graus de lesão significantemente menores nos segmentos preservados na 
câmara hiperbárica refrigerada em relação àqueles observados nos preservados apenas na 
geladeira evidencia a potencialidade da OHB hipotérmica como método de preservação 
(Tabela 8, Gráficos 1 e 2). 
Em estudos de isquemia e reperfusão do intestino delgado, períodos de isquemia tão 
curtos quanto 30 ou 60 minutos, seguidos de reperfusão, determinam uma redução de mais de 
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50% na altura das vilosidades36,81. Aumentando-se o período de isquemia, a altura das 
vilosidades fica ainda mais reduzida63. Como visto anteriormente, essa menor dimensão da 
vilosidade é decorrente da perda de células e da lâmina própria para o lúmen, ou seja, 
corresponde a maior grau de lesão. Considerando-se que a vilosidade de segmentos jejunais 
de ratos Wistar tenha uma altura média de 270 µm82, a preservação nos segmentos dos Grupos 
Ia e IIa determinou uma redução de 93 a 98% na altura das vilosidades (Tabela 9, Gráfico7). 
Nos segmentos preservados na câmara hiperbárica por 12 horas (Grupo Ib), essa redução foi 
de 33 a 42%, e nos preservados por 24 horas (Grupo IIb), de 46 a 59% (Tabela 9, Gráfico 8), 
ou seja, muito semelhante à descrita anteriormente para isquemia quente de apenas 30 ou 60 
minutos36,63. Portanto, a OHB hipotérmica amenizou a lesão que ocorre durante a preservação 
do intestino (Tabela 9, Gráficos 5 e 6). 
Yoshikawa et al., ao preservarem por 24 horas o intestino delgado destinado para 
transplante por preenchimento do lúmen intestinal com solução de UW a 4 ºC e imersão do 
órgão em solução de perfluoroquímico perfundida com oxigênio a 95% e gás carbônico a 5%, 
observaram que a redução da altura das vilosidades foi de apenas 34%, com uma eficácia de 
preservação seguramente melhor do que a observada no Grupo IIb69. Possivelmente, o 
fornecimento de nutrientes para a mucosa a partir da solução de UW, juntamente com o 
fornecimento de oxigênio, mesmo que à pressão atmosférica, devem ter sido os responsáveis 
por esta melhor eficácia. Contudo, ao se associarem à OHB hipotérmica soluções que 
forneçam substrato energético, com a intenção de se preservar um tecido por 24 horas, dever-
se-á obter uma eficácia semelhante, ou até melhor do que com o uso do RL. De fato, além do 
fornecimento adequado de nutrientes pela solução de preservação, a administração de 
oxigênio a uma pressão maior do que a atmosférica, por aumentar o percentual de oxigênio 
diluído no plasma e no interstício, deverá fornecer ao tecido, que está a baixas temperaturas, 
mesmo na ausência de circulação sangüínea, as taxas de oxigênio que atendam às suas 
necessidades metabólicas64-66. 
Ao se avaliar o número de células em apoptose nos segmentos de intestino após a 
preservação, os Grupos Ib e IIb apresentaram os menores índices, mesmo tendo os segmentos 
dos Grupos Ia e IIa perdido a maior parte de suas vilosidades (Tabelas 9 e 10, Gráficos 9 e 
10). Portanto, foi grande a ocorrência de células em apoptose nas criptas dos segmentos de 
intestino preservados na geladeira (Tabela 10, Gráfico 11, Figura 22). Os índices auferidos 
nos Grupos Ib e IIb (Tabela 10, Gráfico 12) estão muito próximos daqueles observados em 
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animais pertencentes a grupos simulados, ou seja, a intestinos normais, sem preservação 
69,72,75. Os menores índices de apoptose foram observados no Grupo Ib, com um predomínio 
de células em apoptose no ápice das vilosidades, à semelhança do que descreve a literatura 
para intestinos normais72,75. Portanto, a aplicação da OHB hipotérmica na preservação do 
intestino delgado de ratos inibe a ocorrência de apoptose, principalmente nas criptas. Como a 
apoptose é o principal modo de morte celular na preservação70,72,74, a OHB hipotérmica é 
adequada para a preservação do intestino. Além disso, à semelhança do argumentado 
anteriormente, quando se analisaram os graus de lesão da mucosa pelo Sistema Park/Chiu, a 
observação de um maior número de células em apoptose nas criptas significa um maior 
comprometimento da restauração da mucosa, já que a proliferação celular no intestino se 
inicia nas criptas76,77. Sendo assim, os segmentos preservados na geladeira não deverão ser 
enxertos de boa qualidade, diferentemente dos preservados na câmara hiperbárica refrigerada. 
Sabe-se que um dos mecanismos de desencadeamento da cascata da apoptose é a 
disfunção da mitocôndria com liberação de citocromo c no citoplasma e a conseqüente 
ativação de caspases83. Essa disfunção pode se dar por deficiência de ATP e oxigênio83. Sabe-
se também que em tecidos mantidos a baixas temperaturas é menor o consumo celular de 
oxigênio e a necessidade de ATP67. Portanto, o uso da câmara hiperbárica refrigerada para a 
preservação de órgãos deve prevenir a disfunção mitocondrial em virtude de fornecer para o 
tecido, por difusão, sem depender da irrigação sangüínea, oxigênio a baixas temperaturas. 
Além disso, como argumentado anteriormente, se o intestino que está recebendo a OHB 
hipotérmica estiver preservado em solução que contenha substrato energético, esta proteção 
tecidual deverá ser maior. 
Sendo assim, abre-se um campo promissor de investigação: o uso da OHB hipotérmica 
como método complementar de preservação de órgãos e tecidos. Estabelece-se a perspectiva 
de se obterem períodos mais prolongados de preservação sem maior comprometimento da 
integridade tecidual.  
Vale ressaltar que o presente estudo evidenciou a proteção tecidual que a OHB 
hipotérmica oferece. No entanto, avaliou apenas a etapa de isquemia do processo de 
preservação. É de fundamental importância se avaliar a resposta do tecido a esse método de 
preservação após o transplante. É preciso esclarecer se o fornecimento de maiores taxas de 
oxigênio ao tecido durante a isquemia (na preservação) irá prevenir ou agravar a lesão após a 
reperfusão (pós-transplante). 
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Como visto anteriormente, provavelmente a oferta ao tecido de oxigênio sobre pressão 
atende às suas necessidades de consumo durante a isquemia e bloqueia os mecanismos de 
lesão por reperfusão (via mitocôndria ou xantina oxigenase). No entanto, estabelece-se a 
necessidade de se investigar a real concentração de oxigênio que se obtém no interstício e nas 
células do tecido a ser preservado hipotermicamente em ambiente hiperbárico, bem como 
mecanismos bioquímicos ou biomoleculares pelos quais efetivamente atua a OHB 
hipotérmica no processo de preservação tecidual.  
Além disso, cabe investigar se a OHB hipotérmica é capaz de manter a integridade 
tecidual de outros órgãos (coração, rins, fígado, pâncreas) durante a preservação com vistas ao 
transplante.  
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6. CONCLUSÕES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. 
2. 
A oxigenação hiperbárica protege o intestino delgado de rato das lesões decorrentes da 
preservação hipotérmica. 
A câmara hiperbárica refrigerada pode ser utilizada como método de preservação do 
intestino delgado para transplante, em ratos. 
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APÊNDICE 
 
 
Testes de Normalidade para o peso dos animais 
 
 Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
 Estatística gl Sig. Estatística gl Sig. 
Grupo I ,233 10 ,131 ,882 10 ,178 
Grupo II ,226 10 ,160 ,897 10 ,261 
 
 
 
Testes de Normalidade para o comprimento do intestino 
 
 Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
 Estatística gl Sig. Estatística gl Sig. 
Grupo I ,197 10 ,200 ,879 10 ,159 
Grupo II ,133 10 ,200 ,956 10 ,712 
 
 
 
Testes de Normalidade para o peso dos segmentos de intestino 
 
 Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
 Estatística gl Sig. Estatística gl Sig. 
Grupo Ia ,172 10 ,200 ,923 10 ,411 
Grupo Ib ,191 10 ,200 ,907 10 ,319 
Grupo IIa ,133 10 ,200 ,955 10 ,701 
Grupo IIb ,182 10 ,200 ,895 10 ,252 
 
 
 
Testes de Normalidade para a duração da anestesia 
 
 Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
 Estatística gl Sig. Estatística gl Sig. 
Grupo I ,260 10 ,055 ,841 10 ,049 
Grupo II ,245 10 ,092 ,802 10 ,018 
 
 
 
Testes de Normalidade para intervalo de tempo entre irrigação e ligadura 
 
 Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
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 Estatística gl Sig. Estatística gl Sig. 
Grupo I ,165 10 ,200 ,912 10 ,346 
Grupo II ,234 10 ,129 ,880 10 ,163 
 
 
Testes de Normalidade para intervalo de tempo entre ligadura e perfusão 
 
 Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
 Estatística gl Sig. Estatística gl Sig. 
Grupo I ,284 10 ,022 ,913 10 ,352 
Grupo II ,362 10 ,001 ,721 10 ,010 
 
 
 
Testes de Normalidade para a altura das vilosidades 
 
 Kolmogorov-Smirnov 
 Estatística gl Sig. 
Grupo Ia ,403 100 ,000 
Grupo Ib ,088 100 ,055 
Grupo IIa ,301 100 ,000 
Grupo IIb ,170 100 ,000 
 
 
Testes de Normalidade para o índice de apoptose 
 
 Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
 Estatística gl Sig. Estatística gl Sig. 
Grupo Ia ,326 10 ,003 ,720 10 ,010 
Grupo Ib ,272 10 ,035 ,784 10 ,011 
Grupo IIa ,433 10 ,000 ,598 10 ,010 
Grupo IIb ,273 10 ,034 ,739 10 ,010 
 
 
Testes de Normalidade para o índice de mitose 
 
 Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
 Estatística gl Sig. Estatística gl Sig. 
Grupo Ia ,269 10 ,039 ,748 10 ,010 
Grupo Ib ,252 10 ,072 ,777 10 ,010 
Grupo IIa ,325 10 ,004 ,710 10 ,010 
Grupo IIb ,318 10 ,005 ,703 10 ,010 
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